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RESUMO

ROCHA, M. E. L, Universidade Estadual do Oeste do Parand, fevereiro de 2018. Acéo do
&cido salicilico nas caracteristicas morfofisioldgicas e bioquimicas em mudas de Schinus
terebinthifolius Raddi. e Cedrela fissilis Vell. Orientador: Dr. Ubirajara Contro Malavasi.
Coorientadoras: Dra. Marlene de Matos Malavasi e Dra. Danielle Acco Cadorin de Fraga.

O estudo objetivou avaliar as alteracbes morfologicas e fisiologicas em mudas de Schinus
terebinthifolius e Cedrela fissilis em resposta ao uso de acido salicilico. Adicionalmente foi
determinado as respostas bioquimicas quando mudas foram submetidas a deficiéncia hidrica,
apos a aplicacdo do regulador. A pesquisa foi realizada em duas etapas, inicialmente, doses de
4cido salicilico (0, 100, 200 e 300 mg L™) foram aplicadas em mudas de cedro e aroeira,
semanalmente por 2 meses. Os parametros avaliados apds a aplicacdo do acido consistiram
dos incrementos em altura, no didmetro, massa de matéria seca de raizes e parte aérea, area
foliar das mudas, perda de eletrdlitos, teor de lignina nas raizes e caule, compostos fendlicos,
pigmentos clorofilianos e trocas gasosas. Apds esse periodo as mudas, com 7 meses de idade,
anteriormente em tubetes foram transplantadas para vasos de 5 litros, preenchidos com uma
mistura de solo local e himus na proporcdo de 3:1 e submetidas a suspensdo hidrica. O
delineamento experimental foi arranjado em parcelas subdivididas e constituido de 4 doses de
acido salicilico, 4 tempos de estresse e 3 repeticdes. As avaliacbes realizadas constaram dos
teores de nitrato, amonio livre, aminoacidos e proteinas sollveis totais, prolina, glicina-
betaina, amido, carboidratos, sacarose, conteudo relativo de dgua e pigmentos clorofilianos.
Em mudas de Schinus terebinthifolius a dose de 300 mg L™ resultou em maior equilibrio entre
parte aérea e sistema radicular. Para primeira parte do experimento, a altura, massa de matéria
seca da parte aérea e raiz e area foliar reduziram, o didmetro e o teor de lignina, no entanto,
aumentaram em func¢do da evolucgdo das doses do &cido salicilico. Para as plantas de Cedrela
fissilis, doses menores foram capazes de modificar caracteristicas de qualidade de interesse,
pois sdo mais sensiveis as variacdes do meio e, por isso, doses mais altas intensificaram o
efeito do estresse. A dose de 300 mg L™ do &cido salicilico aumentou os conteidos de
compostos fenolicos, perda de eletrélitos e lignina e por isso ndo seria recomendada, pois
pode gerar desiquilibrio no contetdo celular. Nas mudas de Cedrela fissilis a dose de 200 mg
L™ resultou em maior fixacdo de CO, por molécula de &gua perdida e neste sentido, o
aumento nas doses de acido salicilico melhorou a eficiéncia fotossintética, porém o
aproveitamento de agua foi menor. Assim, para ambas as espécies doses mais baixas sdo mais
recomendadas, pois deve existir um equilibrio entre a quantidade fixada de CO,, ou seja,

quanto a planta gera de fotoassimilados e a quantidade de 4gua perdida, a fim de ndo gerar um
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potencial negativo no metabolismo vegetal. Os metabolismos de nitrogénio e carbono foram
modificados quando houve intensificacdo dos dias de estresse e aplicacdo de acido salicilico,
porém, das avaliacdes realizadas o CRA foi o maior influenciador da variacdo existente nos
solutos compativeis, pois a estratégia é equilibrar o contetdo de 4gua em funcao da alteracao

do componente osmotico das células.

Palavras-chave: Compostos fendlicos. Intensificacdo. Potencial. Qualidade.
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ABSTRACT

ROCHA, M. E. L, State University of Western Parana, in February 2018. Action of salicylic
acid on the morphophysiological and biochemical characteristics in seedlings of Schinus
terebinthifolius Raddi. and Cedrela fissilis Vell. Advisor: Dr. Ubirajara Contro Malavasi.
Co-Advisors: Dra. Marlene de Matos Malavasi e Dra. Danielle Acco Cadorin de Fraga.

The study aimed to evaluate the morphological and physiological changes in seedlings of
Schinus terebinthifolius and Cedrela fissilis in response to the use of salicylic acid. In
addition, biochemical responses were determined when seedlings were submitted to water
deficiency, after the application of the regulator. The research was performed in two stages,
initially, doses of salicylic acid (0, 100, 200 and 300 mg L) were applied in cedar and aroeira
seedlings, weekly for 2 months. The parameters evaluated after the application of the acid
consisted of the increases in height, diameter, dry mass of roots and shoot, leaf area of the
seedlings, loss of electrolytes, lignin content in roots and stem, phenolic compounds,
chlorophyll pigments and gas exchange. After this period, the 7-month-old seedlings
previously in tubes were transplanted into 5-liter pots, filled with a mixture of local soil and
humus in the proportion of 3: 1 and submitted to water suspension. The experimental design
was arranged in subdivided plots and consisted of 4 doses of salicylic acid (0, 100, 200 e 300
mg L™), 4 times of stress (0, 4, 8 e 12 days) and 3 replicates. The evaluations were the
contents of nitrate and free ammonium content, total soluble amino acids, proteins, proline,
glycine betaine, starch, total soluble carbohydrates, sucrose, relative water content and
chlorophyll pigment content. Nitrogen and carbon metabolism were altered as a function of
days of stress and salicylic acid application, in addition, it was observed that CRA was the
major influent of the variation in compatible solutes, based on the fact that, due to the
imbalance the osmotically adjusts the cellular content. In Schinus terebinthifolius seedlings
the 300 mg L™ dose resulted in a higher balance between shoot and root system. For the first
part of the experiment, the height, dry matter mass of shoot and root and leaf area reduced, the
diameter and the lignin content, however, increased as the doses of salicylic acid evolved.
Cedrela fissilis plants, smaller doses were able to alter quality characteristics of interest,
because they are more intensely reduced in the middle and, therefore, higher doses intensify
the effect of stress. The dose of 300 mg L™ of salicylic acid increased the contents of phenolic
compounds, loss of electrolytes and lignin and therefore would not be recommended as it may
generate imbalance in cellular content. In the Cedrela fissilis seedlings the 200 mg L™ dose
resulted in higher CO, fixation per molecule of water lost and in this sense, the increase in

salicylic acid doses improved the photosynthetic efficiency, but the water use was lower.



Therefore, for both species, lower doses are more recommended because there must be a
balance between the fixed amount of CO,, that is, the plant generated photoassimilates and
the amount of water lost, in order not to generate a negative potential in the plant metabolism.
The nitrogen and carbon metabolism were modified when stress days intensified and salicylic
acid was applied, but the CRA was the major influence of the variation in compatible solutes,
since the strategy is to balance the water content in function of the osmotic component of the

cells.

Keywords: Phenolic compounds. Intensification. Potential. Quality.
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1 INTRODUCAO GERAL
1.1 DESCRICAO DAS ESPECIES

A espéecie Schinus terebinthifolius Raddi. é uma &rvore nativa, ndo endémica do
Brasil, oriunda do Peru, pertencente a familia das Anacardiaceae, conhecida como aroeira-
vermelha ou pimenteira-rosa. Dentre as principais caracteristicas apresenta pioneirismo,
rusticidade e grande plasticidade fenotipica, e por isso possui grande potencial de utilizac&o
em programas de reflorestamentos ambientais e recuperacdo de areas degradadas (RIBAS et
al., 2006).

A espécie € muito encontrada no litoral brasileiro e sua distribuicdo é mais frequente
entre Pernambuco e Rio Grande do Sul (GILBERT; FAVORETO, 2011; CARVALHO et al.,
2013).

Devido sua grande plasticidade fenotipica pode ser encontrada por todo o Brasil,
tanto em terrenos secos quanto imidos, solos profundos e rasos, ao nivel do mar ou a 2000 m
de altitude e em vérias formacdes vegetais. Quanto a exigéncia luminosa é classificada como
heli6fila e ndo tolerante a sombra (LENZI; ORTH, 2004; DEGASPARI; WASZCZYNSKYJ;
PRADO, 2005).

O caule de Schinus terebinthifolius pode ser utilizado para construcdo de moveis,
como carvao e lenha, o 6leo essencial presente nos frutos e folhas na industria culinaria como:
temperos e vinagre. Ademais é utilizada como medicamentos, bebidas e na fabricacdo de
perfumes (KHALED et al., 2009).

A espécie em questdo apresenta diversas atividades terapéuticas, dentre elas,
antiinflamatédrias, antifingica, antibacteriana, além de apresentar uma alternativa para a
producdo de antibioticos que podem promover o crescimento dos vegetais (COSTA et al.,
2010; FREIRES et al., 2011; SILVA et al., 2011; GONCALVES et al., 2012). Recentemente
foi aprovada pelo Sistema Unico de Salde e Agéncia Nacional de Vigilancia para ser
utilizada como medicamento de uso comercial (BULLA et al., 2015).

As mudas de aroeira-vermelha apresentam desenvolvimento rapido no campo,
podendo alcancar 1 metro de altura antes dos 2 anos de idade. A espécie pode ser retirada do
viveiro entre 90 a 120 dias apOs serem semeadas, pois € pouco exigente e ndo apresenta
muitos problemas adaptativos (CARVALHO et al , 2013).

A espécie Cedrela fissilis Vell. popularmente conhecida como cedro ou cedro rosa

pertence a familia Meliaceae e apresenta ampla distribuicdo pelo pais, porém € mais frequente



na faixa entre Rio Grande do Sul e Minas Gerais (SAKURAGUI; STEFANO; CALAZANS,
2013).

O cedro é encontrado principalmente nas florestas semideciduais e pluvial atlantica,
porém pode se desenvolver em areas nos estadios inicial e médio de regeneracdo, atingindo
grande porte em estadios avancados da sucessdo (JARENKOW; BUDKE, 2009).

A espécie é considerada estruturante do dossel, podendo alcangar mais de 20 metros
de altura. E largamente empregada em projetos paisagisticos e sua madeira tem diversos usos.
Além disso, € muito importante na composicdo de reflorestamentos heterogéneos de areas
degradadas para a conservagdo, entretanto, ndo é recomendada em composi¢cdes homogéneas
(LELES et al., 2006).

A madeira de Cedrela fissilis apresenta grande interesse no mercado externo e
interno e por conta da exploracdo inadequada permaneceu por anos sendo listada como
espécie ameacada de extingdo e apesar de ndo ser citada nas ultimas pesquisas ainda continua
sendo considerada madeira protegida por lei (SANTOS et al, 2009).

1.2 QUALIDADE DE MUDAS

Nos Gltimos anos vem aumentando a preocupacdo mundial com relagcdo ao ambiente
e a demanda por mudas de qualidade e em quantidade satisfatoria, principalmente no que
tange as espécies utilizadas para restauracdo de éareas degradadas e projetos de
reflorestamentos, pois estas podem gerar servicos ambientais, ecoldgicos, sociais e
econémicos (DANTAS et al., 2009; KELER et al., 2009; FERRAZ; ENGEL, 2011; SANTOS
etal., 2012).

As plantas podem ser afetadas por inimeros estresses na fase inicial, dentre estes,
pode-se citar, o hidrico, luminoso, térmico, entre outros e por isso, 0 manejo deve ser
criterioso e préaticas para melhorar o desenvolvimento devem ser utilizadas, a fim de reduzir
as perdas por competicdo intra e interespecifica, pois nesta fase, a planta deve conseguir
estabelecer uma relacdo entre o solo e o sistema radicular garantindo sua permanéncia e
crescimento no meio em que for inserida (FIGUEIREDO et al., 2011).

Neste sentido, algumas préaticas podem ser incrementadas ao manejo no viveiro, com
0 objetivo de melhorar o desempenho das mudas, induzindo toleréncia e aclimatando-as para
as condicbes que irdo enfrentar a campo, além de obter maior uniformizagdo do plantio
(D’AVILA et al., 2011).



A aclimatacdo é definida como alteracGes fisioldgicas ou morfoldgicas nas plantas
com a finalidade de tolerar estresses provenientes do transporte, manejo, plantio e pds-plantio
(FERRARI; SHIMIZU, 2005; JACOBS; LANDIS, 2009).

Interessante destacar, que nessa fase, a energia que seria utilizada para o crescimento
da parte aérea é redirecionada para a raiz, 6rgdo de reserva da planta, a fim de equilibrar o
sistema como um todo, resultando em acUimulo de fotossintatos e consequentemente
engrossamento e aumento da massa seca das raizes, posteriormente, em condic¢Ges adequadas,
a planta redistribui essa energia seguindo a relacdo fonte-dreno preferencial (JACOBS;
LANDIS, 2009).

Nesta fase o viveirista estabelece ou induz os diferentes tipos de atributos que
qualificam as plantas para tolerar os mais variados fatores limitantes em um local especifico
de plantacdo, alterando caracteristicas de interesse, dentre elas, altura, lignificacdo, diametro,
relacdo da biomassa entre parte aérea e sistema radicular, além de caracteristicas fisioldgicas e
bioguimicas. Desta forma, as falhas que ocorrem podem acarretar em plantas mal preparadas
para as condicdes do local de plantio (LANDIS; DUMROESE; HAASE, 2010).

Os mesmos autores conceituaram ainda que alteracbes morfofisioldgicas podem ser
moduladas, a fim de selecionar caracteristicas que ajudardo na aclimatacdo ou adaptacéo das
mudas quando expostas a condicOes estressantes e esse conceito foi definido como muda alvo.

Quando as mudas sdo levadas ao campo e apresentam boas -caracteristicas
morfofisioldgicas ha reducdo de custos operacionais, além de melhorar a sobrevivéncia e
desenvolvimento das mudas, implicando em um plantio mais uniforme e com poucas falhas,
isso sera resultado de um conjunto de praticas que visam preparar as mudas para as condigdes
estressantes (LANDIS; DUMROESE; HAASE, 2010; PEZZUTTI; CALDATO, 2011).

O conjunto desses atributos é denominado qualidade de muda e é resultante da
interacdo entre numerosas caracteristicas, sejam estas fisiologicas ou morfométricas que
condicionam o desenvolvimento das plantas, porém cada pratica ira variar com o ambiente,
pois uma planta adequada para um determinado local ou periodo pode néo ser apropriada para
outra, entretanto esse conceito € relativo, pois muitos dos pardmetros quantificados sdo
subjetivos (GOMES et al., 2002; DAVIS; JACOBS, 2005; FIGUEIREDO et al., 2011).

Assim, a producdo de mudas resistentes ou tolerantes ajuda nas adversidades que
estas irdo enfrentar ap0s o plantio e varias praticas podem ser utilizadas, entre eles, o uso de
diferentes regimes de luz e temperatura, redugdo na frequéncia de regas e fertilizacdo, poda da

raiz ou da parte aérea, além do uso de estimulo mecénico e quimico, por meio do uso de



reguladores vegetais (BANON et al., 2006; ROSSI; AMARANTE; FLEIG, 2008; JACOBS;
LANDIS, 2009; ORO et al., 2011; VOLKWEIS et al., 2014; DRANSKI, et al., 2015).

As caracteristicas fenotipicas sdo dependentes da genética, procedéncia das matrizes,
condi¢cdes ambientais, métodos e técnicas de producdo, regime de crescimento e espécie
utilizada e essas variagOes irdo alterar a qualidade das mudas (DEL CAMPO et al., 2010;
DAVIS; JACOBS, 2005).

Cabe ressaltar, que a qualidade da planta estd intimamente ligada ao
desenvolvimento e crescimento da muda. Assim, se houverem boas condic¢des ou estratégias
para melhorar a resisténcia nesta fase, estas terdo melhor chance de sobrevivéncia e,

consequentemente de se desenvolverem nas fases seguintes.

1.3 RESPOSTAS DAS PLANTAS AO ESTRESSE HIDRICO

Dos recursos que as plantas necessitam para se desenvolver, a agua € 0 mais
importante e também o mais limitante, pois sua disponibilidade pode afetar diversos
processos metabolicos, resultando assim na produtividade de ecossistemas naturais,
demonstrando grandes diferencas no tipo de vegetacdo que se desenvolve ao longo de
gradientes de precipitacdo (GUEDES et al., 2013; TAIZ; ZEIGER, 2017).

Este estresse € um dos mais estudados, isso porque essa condicdo ira limitar
fortemente o crescimento, sobrevivéncia e produtividade das plantas.

O termo estresse hidrico é caracterizado como um fator externo, que exerce
influéncia negativa sobre a planta, caracterizada por uma condicdo de adversidade fisiologica
em que o vegetal ndo exprime o seu potencial genético, ocorrendo uma diminuicdo de
produtividade e possivel reducdo da capacidade metabdlica da espécie, podendo levar a planta
a atingir o ponto de murcha permanente e consequentemente levando-as a morte
(RODRIGUES et al., 2011).

Plantas submetidas ao déficit hidrico podem alterar os processos fisiologicos,
dificultando o desenvolvimento normal das plantas, além de ativar mecanismos de defesa
ligados & producdo de compostos provenientes do metabolismo secundario. As respostas ao
estresse serdo influenciadas pela intensidade, duracdo do deéficit hidrico, condi¢cfes climéticas
e edéaficas (OH; TRICK; RAJASHEKAR, 2009; SPREER; ONGPRASERT; HEGELE, 2009;
SAINT PIERRE et al., 2012; DRIEVER; KROMDIJ; WILL, 2013).

A deficiéncia de &gua ir4 resultar em disfungdes biologicas, como uma forma de

equilibrar o sistema solo-planta-atmosfera, resultando em reducdo no turgor da célula,



diminuicdo da atividade fotossintética, condutancia estomética e danos celulares (JANDA et
al., 2007; MUNNS et al, 2011; FILIPPOU et al., 2014).

A falta de agua pode desencadear respostas morfologicas ou fisioldgicas e assim,
alterar a rusticidade das mudas, dentre as modificaces observa-se alteracdes na condutancia
estomatica, assimilacdo liquida de carbono e como consequéncia, a reducdo no crescimento
da parte aérea e sistema radicular nessa situacdo (BANON et al., 2006; VILLAR-
SALVADOR; PENUELAS; JACOBS, 2013).

Mecanismos sdo ativados em resposta aos estresses, dentre eles o ajuste osmotico
que tem a funcdo de manter a turgéncia celular e assim, maximizar o aproveitamento de agua
presente no solo (MARIJUAN; BOSCH, 2013).

Esses ajustadores séo a prolina, glicina-betaina, sacarose, poliaminas, manitol, pinitol,
dentre outros e se acumulam no vactolo ou no citosol, preservando a integridade das
proteinas, enzimas e membranas celulares por curto periodo de tempo (ASHRAF et al., 2011).

O metabolismo normal das plantas ndo é afetado negativamente pelo acimulo desses
solutos e as principais alteracdes serdo a pressdo osmotica das células, garantindo a
continuidade dos processos fisioldgicos, porém de forma mais lenta (MARIJUAN; BOSCH,
2013).

Um fator interessante a ser levado em consideracdo é a velocidade da imposicdo do
estresse, pois dependendo desse fator a intensidade das respostas serdo maiores ou né&o.
Quando ocorrem rapidamente 0s mecanismos sao intensamente modificados, podendo levar a
morte das plantas. Porém se essa condicdo é estabelecida gradualmente, a planta ativa
mecanismos que irdo atuar na tolerancia ou adaptacdo das mesmas (TATAGIBA et al., 2007;
CHAVES; FLEXAS; PINHEIRO, 2009; LOPES et al., 2011).

Os mesmos autores discutem que as respostas sdo diversas, dentre elas, reducdo no
crescimento, diminui¢do no tamanho das folhas e senescéncia foliar, aclimatando as plantas a
condicdes especificas a fim de reduzir a perda de agua e melhorar o aproveitamento.

A aclimatagédo ao estresse hidrico pode levar a respostas envolvendo a expressao de
genes e a modificacdes fisiologicas e bioquimicas das plantas, surgindo de dias até semanas, 0
que leva a uma compensacdo homeostatica para os efeitos negativos iniciais do estresse
hidrico na fotossintese (FLEXAS et al., 2009).

Resultante dessas alteracbes havera um reequilibrio celular, além da protegédo
funcional e estrutural das plantas, conferindo assim maior tolerancia ou resisténcia aos

estresses, estes mecanismos, no entanto, irdo depender da espécie, tempo de exposi¢do as



condicGes adversas, fatores edafoclimaticos, entre outros (NASCIMENTO et al, 2011; LISAR
etal., 2012).

Entretanto, apesar da importancia desse fator no desenvolvimento de mudas, na
maioria dos viveiros florestais brasileiros, o manejo hidrico é determinado de forma empirica,
neste sentido, muitas vezes a quantidade de agua pode ser sub ou superestimada, culminando
em mé formacdo de mudas (SILVA; SILVA, 2015).

Assim, em estudos desenvolvidos por Mazzuchelli, Souza, e Pacheco. (2014) em E.
urophylla x E. grandis observou-se que o &cido salicilico pode melhorar o crescimento e
desenvolvimento das plantas, tanto em condi¢cGes normais quanto sob estresse hidrico,

melhorando as caracteristicas morfofisioldgicas e da qualidade de mudas.

1.4 ACIDO SALICILICO NA INDUCAO DE TOLERANCIA DOS VEGETAIS

Os fitohormonios ou hormoénios vegetais sdo substancias que atuam em diversas
fases do desenvolvimento e crescimento das plantas e em pequenas concentragdes,
geralmente, em torno de 1,0 umol L™ podem modificar as caracteristicas morfoldgicas,
fisioldgicas, florescimento, germinacdo, senescéncia e abscisdo foliar, além de atuar na
tolerancia das plantas contra estresses, altas concentracdes, no entanto, pode intensificar o
efeito dos estresses (LOPEZ; CHAUHAN; JOHANSEN, 2008; VIEIRA et al., 2010; TAIZ,
ZEIGER, 2017).

Os horménios podem ser encontrados nas mais diversas partes das plantas, além de
serem transportados para outros 6rgdos e tecidos a fim de manter o equilibrio hormonal no
vegetal, porém a acdo hormonal nem sempre ir4 ocorrer no local de sintese e por isso essas
substancias precisam ser moveis nos tecidos condutores (RAVEN; EVERT; EICHHORN,
2001).

A resposta a ativagdo hormonal é varidvel e ird depender da fase de desenvolvimento
da espécie, partes dos vegetais, interacdo entre os hormdnios, além de ser influenciada pelas
condicdes edaficas e climaticas (SALISBURY; ROSS, 2012).

As plantas produzem substncias em condi¢Bes normais, porém em situacbes de
estresse esses niveis sdo incrementados a fim de restituir o equilibrio dos vegetais. A
producé@o hormonal pode ser afetada por varios fatores, sejam estes intrinsecos ou extrinsecos
as plantas e por isso, em determinadas situacdes apenas a producdo de hormoénios enddgenos
ndo é suficiente, neste caso, faz-se a aplicagdo exdgena desses compostos, conhecidos como

reguladores vegetais.



Os reguladores vegetais sdo0 compostos com caracteristicas semelhantes aos
hormonios, que atuam como sinalizadores quimicos, porém sdo sintéticos e produzidos
exogenamente. Concentracfes entre 1 e 50 mM sao capazes de inibir, modificar e estimular o
desenvolviemento vegetal (ALBUQUERQUE; MOUCO; ALBUQUERQUE NETO, et al.,
2008; VIEIRA et al., 2010).

Por muito tempo acreditou-se que apenas cinco hormonios vegetais controlavam o
desenvolvimento das plantas, dentre eles, as auxinas, giberelinas, citocininas, etileno e acido
abscisico, entretanto, estudos recentes tem destacado a eficiéncia de outros reguladores, como
acido jasmonico, brassinosterdides, &cido salicilico, glicoxilanas e polipeptidios sistemina por
atuarem no sistema de sinalizacdo de plantas, no crescimento e desenvolvimento (POVH;
ONO, 2008; TAIZ e ZEIGER, 2017).

O 4cido salicilico (AS) € um horménio vegetal, que esta relacionado a diversas
funcdes regulatérias no metabolismo das plantas, atuando tanto na regulacéo do crescimento e
desenvolvimento vegetal, quanto na amplificacdo e sinalizacdo de protetores enziméaticos com
a capacidade de promover respostas adaptativas na planta (KHAN et al., 2012; MIURA,;
TADA, 2014; ASGHER et al., 2015).

Este indutor estd envolvido em diversos processos fisioldgicos da planta, tais como
fotossintese, metabolismo do nitrogénio, metabolismo da prolina, producdo de glicina-
betaina, sistema de defesa antioxidante e relacdo adgua-planta-atmosfera (KHAN et al., 2010;
2013; NAZAR et al., 2011; MIURA; TADA, 2014).

Ademais, o AS atua na regulacdo do crescimento, desenvolvimento,
amadurecimento, floracdo e modulacdo dos vegetais mesmo quando submetidos a estresses,
seja o0 hidrico, luminoso, ataque de pragas e patégenos (KHAN et al., 2013; FAYEZ;
BAZAID, 2014; KHAN; ASGHER; KHAN, 2014; KUMAR et al, 2014; NAZAR et al., 2015;
ZHANG et al., 2015; WITTEK et al., 2015).

O AS pode ser sintetizado a partir de duas vias, a do isocorismato e a via fenilalanina
amonia-liase (PAL). Inicialmente o &acido isocorismico, produto obtido da via do é&cido
chiguimico, é convertido em isocorismato por meio da enzima isocorismato sintetase
(UPPALAPATI et al., 2007; CATINOT et al., 2008).

A fenilalanina amoénia-liase sofrera uma desaminacdo e formara o 4cido
transcindmico e este ira atuar no metabolismo primario e secundario dos vegetais, formando
diversos compostos, como os fendis totais, lignina, flavonoides, ésteres e benzendides volateis
(WENG; CHAPPLE, 2010; DEMPSEY et al., 2011).



Dentre os metabdlitos ativados em funcdo do estimulo quimico, podem-se citar o0s
terpenos, compostos fendlicos (CF), alcaloides, aminoécidos nédo proteicos, fitoalexinas, entre
outros (RAMAKRISHNA; RAVISHANKAR, 2011; IDREES et al., 2013; PALMA et al.,
2013; IRCHHAIYA et al., 2015).

O uso de eliciadores pode ser benéfico para os vegetais, sejam em condic¢des 6timas
ou estressantes, porém € interessante destacar que a dose ird definir se o &cido ir& atenuar
efeitos adversos ou intensificar essa condicdo nas plantas. Essas alteracbes podem
desencadear inUmeros processos metabdlicos que irdo resultar em modificacfes nas variaveis
fisioldgicas, bioquimicas e morfoldgicas (KHAN et al., 2015).

Estudos tem destacado a capacidade do &cido salicilico em atenuar os efeitos
deletérios provenientes do estresse hidrico. ConcentracGes entre 1 a 50 mM podem ativar ou
inibir funcBes bioldgicas importantes em plantas submetidas a suspensao hidrica (HAYAT et
al., 2010; KABIRI; FARAHDAKHSH; NASIBI, 2012; HABIBI et al., 2013; AGOSTINI,
MACHADO-NETO; CUSTODIO, 2013; HASANUZZAMAN et al., 2014; YAMAMOTO et
al., 2014).

Os hormonios vegetais, em geral, atuam de forma conjugada, sinergicamente ou
ntagonicamente, regulando o desenvolvimento e crescimento das plantas e por isso, 0s
reguladores vegetais ao serem aplicados nas plantas sofrem influencia de outros hormonios e
por isso, dificilmente consegue-se observar os efeitos isolados dos mesmos (COLLI, 2008;
TAIZ; ZEIGER, 2017).

Como por exemplo, o &cido salicilico e o etileno apresentam acdo antagdnica, pois
competem pelo sitio de ativagdo da enzima ACC oxidase, desta maneira, 0 aumento dos
teores do AS pode reduzir a sintese do etileno e desiquilibrar as atividades vinculadas a esse
hormdnio, como o amadurecimento de frutos, senescéncia de folhas e frutos e abscisdo foliar
(KLUGE; PICOLI; AGUILA, 2010).

1.5 EFEITO DOS REDULADORES VEGETAIS E ESTRESSE HIDRICO NA EFICIENCIA
FOTOSSINTETICA

O é&cido salicilico pode atuar como agente mitigador do estresse hidrico, por
aumentar a capacidade antioxidante das células, estabilidade das membranas como
consequéncia da reducdo na peroxidacdo dos lipideos, acimulo de biomassa e aumentos na
capacidade fotossintética (KHAN; PRITHVIRAJ; SMITH, 2003; AGARWAL et al., 2005;
SINGH; USHA, 2003). Desta maneira, o acido salicilico pode ser eficiente na rustificacdo e

consequentemente atuar modulando as caracteristicas de qualidade das mudas.



Estudos recentes tém dado muita importancia para a capacidade do acido salicilico
em induzir efeitos de protegdo em plantas sob déficit hidrico, entretanto, a dose utilizada sera
determinante nos resultados que serdo obtidos, por exemplo, concentragdes entre 10°°-10°M
pode alterar a atividade fotossintética das plantas, conferindo tolerancia aos vegetais,
entretanto, doses excessivas pode prejudicar o desenvolvimento das mesmas (SENARATNA
et al., 2000; BANDURSKA; STROINSKI 2005; HAYAT et al., 2008; HUSSAIN et al.,
2008).

Em baixa disponibilidade hidrica as plantas redirecionam o crescimento e
desenvolvimento para o sistema radicular, permitindo maior armazenamento de
fotoassimilados para serem usados nessas condicGes atipicas, dessa forma, hd maior acimulo
de biomassa na raiz (FRITSCHE- NETO; BOREM, 2011).

Vaérios fatores podem causar alteraces na fisiologia das plantas quando expostas ao
déficit hidrico, entretanto, um dos primeiros 6rgdos atingidos seré a folha, pois diante dessa
condicdo haverd desbalanco no potencial hidrico das células, reducdo na condutancia
estomatica como consequéncia do fechamento dos estdmatos, reducdo da eficiéncia nos
fotossistemas e conteldo relativo de agua, além do desbalangco osmdtico das células,
resultante do aumento dos solutos compativeis (LIBERATO et al., 2006; SILVA et al., 2007;
LOBATO etal., 2008; POLIZEL et al., 2011; CAMPOS et al., 2011).

Adicionalmente, a falta de agua nas células pode afetar o nivel de metabdlitos
secundarios pela inibicdo do transporte de elétrons, reducdo da transpiracdo, temperatura
foliar, assimilacdo e incorporacdo de CO, afetando diretamente a fotossintese liquida
(MARENCO; LOPES, 2009).

1.6 METABOLISMO DO NITROGENIO E CARBONO NO AJUSTE OSMOTICO EM
PLANTAS SOB DEFICIT HIDRICO

Em condicdo de estresse hidrico as plantas tém seus fotoassimilados hidrolisados e
redistribuidos nos demais érgaos a fim de ajustar o contedo de agua dentro e fora das células,
resultante dessa condicdo pode haver reducdo das folhas, maior acimulo de fotossintatos e
aumento das raizes, para melhorar a exploracdo de camadas mais profundas do solo (WANG
etal., 2010; MOREL et al., 2012; TAIZ; ZEIGER, 2017).

O ajuste osmotico € uma estratégia adaptativa para manter a turgescéncia das células,
abertura e fechamento estomatico, crescimento e alongamento celular, por meio do acimulo
de solutos compativeis, dentre eles, prolina, glicina-betaina e agucares soluveis nos vacuolos

ou citosol, além de promover a regulagdo osmotica, os solutos irdo atuar protegendo as
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membranas e células contra subprodutos toxicos, como as espécies reativas de oxigénio
(JANDA et al., 2007; SILVEIRA et al., 2009).

Este mecanismo estd ligado basicamente ao metabolismo de dois componentes
essenciais para o desenvolvimento das plantas, o carbono e nitrogénio, sendo que o ultimo €
dependente da formacdo de compostos carbonados, a grande vantagem dessa estratégia é que
0s compostos formados e acumulados ndo séo prejudiciais ao desenvolvimento das plantas,
ou seja, ndo causam toxidez.

A regulacdo osmatica € um dos principais mecanismos fisiologicos na manutencéo e
regulacao de agua presente nas células, entretanto, sua eficiéncia esta condicionada ao periodo
de exposicao ao estresse, pois, essa estratégia € muito eficaz para um curto periodo de tempo,
assim, com a intensificacdo do periodo de déficit hidrico o reequilibrio celular ndo consegue
ser restabelecido.

Os compostos de carbono estdo ligados ao metabolismo dos vegetais e 0 acumulo
destes pode aumentar a tolerancia a seca e melhorar a sobrevivéncia das mudas quando
expedidas ao campo, além disso, o carbono exerce funcao estrutural e em média, 45 a 55% da
biomassa vegetal é composta de carbono, além do mais esse compenente estd envolvido na
maioria, se ndo, em todas as atividades metabdlicas das plantas (TAIZ; ZEIGER, 2017).

O carbono produzido via fotossintese é translocado para outras partes das plantas a
fim de fornecer e manter o desenvolvimento normal das células e 6rgdos especificos e
generalizados, além do mais, as estruturas nao fotossintetizantes precisam respirar e com isso,
hidrolisar as moléculas de carbono inativas para torna-las ativas e assim gerar energia.

A teoria que explica o transporte de carbono é o fluxo de massa, descrito
inicialmente por Ernst Munch em 1930, onde elementos dos tubos crivados sdo acionados
pelo gradiente de pressdo e os compostos sdo redistribuidos por meio da relacdo fonte-dreno,
0 baixo teor de carbono nas células dreno ira gerar uma demanda e dessa maneira serdo
reabastecidos (TAIZ; ZEIGER, 2017).

Nos tecidos fotossintetizantes, o carregamento ocorre via floema, estimulado pelo
acumulo de acgucares nos elementos crivados, reduzindo o potencial hidrico e gerando um
potencial osmotico negativo, dessa maneira a agua € transportada para os elementos de vasos
por meio da presséo de turgor (TAIZ; ZEIGER, 2017).

Os mesmos autores ainda relatam que para ocorrer o descarregamento de
fotoassimilados o tecido dreno deve apresentar potencial osmotico mais negativo e assim

facilitar a distribuicdo dos compostos de carbono, isso ird resultar em redugdo da pressao de



11

turgor nos elementos crivados, interessante destacar, que o descarregamento para locais
distantes requer gasto de energia na forma de ATP.

Alguns fatores podem limitar as atividades principais dos vegetais, como por
exemplo, o amido presente nos cloroplastos precisa ser hidrolisado e transportado para o
citosol, na forma de sacarose, principal agicar movel na planta, nessa condicdo ha uma
demanda energética.

Para que isso ocorra é necessario que a planta esteja produzindo compostos que serdo
quebrados para manter a relagdo fonte-dreno funcionando perfeitamente, porém, essas
atividades ndo irdo funcionar isoladamente, havera também a fotorrespiragdo, fixacdo de CO,
reducdo de compostos nitrogenados, lipideos e todos estes processos sao dependentes de luz e
do equilibrio existente na planta entre o que é produzido e consumido.

Dos nutrientes existentes no solo, o nitrogénio é considerado um dos mais limitantes
para o crescimento das plantas, isso ocorre porque, juntamente com o carbono é o nutriente
mais exigido para o desenvolvimento das atividades gerais do vegetal, pois faz parte de
aminoéacidos, proteinas, clorofila, é constituinte dos fotossistemas e por isso deve ser levado
em consideracao em estudos sobre a fisiologia das espécies (TAIZ; ZEIGER, 2017).

Além disso, o0 metabolismo do nitrogénio esta diretamente ligado ao metabolismo do
carbono, pois, a assimilacdo e incorporagdo dos compostos nitrogenados sao dependentes da
energia produzida por meio da hidrolise dos compostos de carbononados.

O Nitrato (NO3) e amdnio (NH4") compdem a maior fonte de nitrogénio e as
principais formas de assimilacdo pelos vegetais, entretanto existem algumas limitacbes em
funcdo do metabolismo desses ions.

O aménio, quando acumulado em niveis elevados nos tecidos pode ser toxico para as
plantas, assim, ao ser assimilado, deve ser rapidamente incorporado a compostos organicos na
raiz, pois ndao pode transitar livremente nas células. As membranas dos cloroplastos e
mitocondrias sdo muito permeaveis a amoénia (NHz), porém, quando esse composto se junta a
OH’, pode ser extremamente toxico (TAIZ; ZEIGER, 2017).

Além disso, a forma de evitar a toxicidade desse ion é por meio da rapida conversao
do amdnio gerado pela fotorrespiragdo e conversdo do nitrato, por meio da acdo da glutamina
e glutamato sintetase.

Os mesmos autores discutem que o nitrato (NO3") pode circular rapidamente na
planta através do xilema, sem causar danos aos tecidos, além de ser estocada no vacuolo,

entretanto, a desvantagem é que sua assimilacdo e incorporacdo demanda gasto energético.
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Quando se trata do metabolismo do nitrogénio € interessante destacar um processo
que esta intimamente ligado & produgdo de compostos nitrogenados, a fotorrespiracao, que é
um processo biologico antagdnico a fotossintese e mais comum em plantas com metabolismo
C3, onde a enzima responsavel pela captura de CO,, Rubisco, tem afinidade tanto por essa
molécula quanto pelo O, assim, em condicfes de alta oxigenagdo, a enzima capta oxigénio ao
invés do gas carbdnico e assim, inicia essa via alternativa, onde havera formacdo de
moléculas de glicina e serina (LEA; ROBINSON; STEWART, 1990).

Mediante a alternancia do ciclo de Calvin para a fotorrespiracdo, as plantas liberam
até dez vezes mais amonia do que pela assimilacdo de nitrato e isso pode se tornar uma grande
desvantagem, pois como ja foi mencionado, esse componente ao se ligar com hidroxidos
presentes nas células podem causar toxicidade nas plantas.

Entretanto, os vegetais apresentam uma estrategia para amenizar o efeito dessa
liberacdo excessiva, a amodnia, na medida em que é liberada pode ser reassimilada
rapidamente pelas enzimas do ciclo GS-GOGAT, entretanto essa acdo também ¢é restritiva
dependendo da quantidade produzida (LAM; COSCHIGANO; OLIVEIRA, 1996).

A principal consequéncia da producdo em excesso dos teores nitrogenados € porque
a producdo de aminoéacidos ird demandar muitos esqueletos de carbono, assim tera que haver
maior conversao de amido em sacarose e maior gasto dos compostos carbonados. Além disso,
o fluxo de carbono € controlado por enzimas que atuam na realimentacdo dos acidos
tricarboxilicos no ciclo de Krebs e por isso, 0 aumento na producdo desses compostos ira
limitar a respiracdo e atividade fotossintética nas plantas (SCHEIBLE et al., 1997).

O aminoécido prolina é um dos solutos compativeis mais estudados, pois seus teores
sdo automaticamente incrementados em funcéo de estresses abidticos, podendo aumentar até
100 vezes em condic¢des de estresse hidrico, é sintetizado no citoplasma e carregado para o
vaclolo para realizar a regulagdo hidrica das células (SZABADOS; SAVOURE, 2010;
VERSLUES; SHARMA, 2010; KAUR; ASTHIR, 2015).

Além disso, alguns autores conferem a prolina a funcdo de ajustar os niveis de
NADP+/NADPH no citosol, mantendo o transporte de elétrons ocorrendo mesmo em
situacdes estressantes, isso ocorre basicamente porque esse aminoacido esta envolvido tanto
no metabolismo primario (manutencdo da via oxidativa da pentose fosfato) quanto no
metabolismo secundario, na producdo de compostos fendlicos (SERRAJ; SINCLAIR, 2002;
SARKAR; SHETTY, 2014).



13

1.7 PERDA DE ELETROLITOS

Em condigdes de estresse as plantas externam sinais e sintomas resultantes das
alteracOes fisioldgicas, celulares e moleculares, ao nivel celular essa quantificacdo pode ser
detectada pelo extravasamento de ions nas células, consequéncia da perda de seletividade das
membranas, podendo ocasionar perda nas células e morte generalizada na planta (BAJJI,
KINET; LUTTS, 2002; KOCHEVA et al., 2004; LANDIS et al., 2010).

Assim, o teste da perda de eletrolitos surge como uma alternativa direta para
quantificar o transito de ions nas células e indiretamente para predizer a condicéo fisioldgica
das membranas e tecidos dos vegetais em condicdes de estresse, seja bidtica ou abidtica.

A agua pode ser encontrada tanto no simplasto quanto no apoplasto, a dgua presente
no apoplasto é praticamente pura, a do simplasto, no entanto, apresentam Vvarios ions
dissolvidos no meio e assim, o transporte de agua pode ocorrer de célula a célula e de ions nas
membranas e proteinas de canais (TAIZ; ZEIGER, 2017).

Quando as plantas tém suas membranas danificadas a entrada e saida de ions sera
prejudicada e com isso, as atividades fisioldgicas e bioquimicas podem cessar ou até parar
completamente, levado a morte das plantas.

A rustificacdo vai expor 0s vegetais a condicdes estressantes podendo prejudicar a
integridade das membranas e promovendo um desbalanco no contetdo de solutos
compativeis, como 0s acucares sollveis, prolina, nitrato, amodnio e carboidratos, desta
maneira, minimizando o dano oxidativo nas mabranas e tecidos, resultando em menores
valores de perda de eletrélitos, e quanto menores os valores melhor a integridade da
membrana (CHIATANTE et al., 2006).

1.8 COMPOSTOS FENOLICOS

Parte da energia que seria utilizada no metabolismo primario é redericeionada para o
metabolismo secundario pelo aproveitamento de compostos intermediarios, por exemplo, a
via da pentose fosfato, ligada ao ciclo de Krebs podera produzir compostos secundarios, assim
como a via da prolina pode ser desviada e produzir compostos fenolicos, por isso, € necessario
conhecer e balancear o que é benéfico e maléfico nesse desvio de rota.

Naturalmente, as plantas apresentam em sua constituicdo compostos secundarios que
estdo ligados ao desenvolvimento, crescimento, reproducdo e protecdo, essas substancias

quimicas podem ser de origem simples ou complexa e podem ser derivadas dos aminoacidos
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fenialalanina e tirosina (KUMAR et al., 2013; BORLINGHAUS et al., 2014; SHAO et al.,
2014; IRONDI et al., 2015; TAOFIQ et al., 2015).

Apresentam em sua constituicdo um anel aromatico e um grupo hidroxila e podem
ser classificados em flavonoides ou nao flavonoides (FINOCCHIARO; FERRARI;
GIANINETTI, 2010; ALVES et al., 2013; CAROCHO et al., 2013).

A producdo de compostos fenolicos é resultado da oxidacdo parcial de agUcares e
acidos organicos, essa conversdo ¢ mediada pela fenilalanina amonia-liase (PAL), enzima
chave que catalisa a conversédo da fenilalanina a acido transcindmico. Dentre os derivados dos
componentes nao flavonoides podem-se citar os acidos salicilico, galico, elagico, protocatéico
e vanilico (LIU et al., 2015; MARTINS; PETROPOULOS; FERREIRA, 2016; SILVA et al.,
2016; SOETHE et al., 2016).

Os compostos fenolicos atuam como agente antioxidante e isso estad intimamente
ligado a capacidade de sequestrar radicais livres. Os compostos fenolicos irdo fazer a
transferéncia de hidrogénio atuando como sinalizadores pela ativagdo de enzimas e proteinas
ligadas a defesa, com o objetivo de neutralizar os radicais presentes nas células (JACQUES;
ZAMBIAZI, 2011; SHARMA; SINGH, 2013).

Varios métodos para a determinacdo de compostos fendlicos podem ser utilizados,
desde aqueles que fazem a quantificacdo especifica dos acidos até aqueles que estimam os
teores totais dos compostos fendlicos por meio da espectofotometria. O método mais utilizado
recentemente tem sido o de reducdo do reagente Folin-Ciocalteau devido a sua
hipersensibilidade (SOUSA et al., 2007).

O reagente atua por meio da reducdo de ions, dentre eles o molibdénio e o
tungsténio, que na presenca de compostos fendlicos irdo ser oxidados e perder um elétron,
assim, realiza-se a determinacdo dos agentes redutores, para essa avaliacdo 0s teores de
compostos fendlicos sdo expressos em mg de acido galico por grama de matéria seca
(SOUSA et al., 2007).

1.9 LIGNIFICACAO EM TECIDOS VEGETAIS RESULTANTES DA APLICACAO DE
REGULADORES VEGETAIS

Vérias estratégias podem ser levadas em consideracdo para determinacdo da
condicgdo das mudas, em cultivo protegido ou a campo, a mensuracao do teor de lignina é um
processo bioquimico, que pode predizer o tipo de estresse que as plantas estdo sendo expostas,

entretanto, € interessante destacar que a lignificacdo ndo é uma analise que determina a
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qualidade a muda, porém € uma molécula que atua no desempenho das plantas (MONTEIRO
etal., 2012; MALAVASI et al., 2016; TAIZ; ZEIGER, 2017).

A lignina € um componente estrutural de origem fenolica que confere maior
elasticidade e resisténcia de grande importancia para a sustentacdo, rigidez e para a
manutencdo da verticalidade do caule, além de ter contribuido para a transi¢cdo das plantas
aquaticas para as terrestres, € um dos compostos mais abundantes das células, perdendo
apenas para a celulose (BOERJAN; RALPH; BAUCHER, 2003; MONTEIRO et al., 2012;
TAIZ; ZEIGER, 2017).

Além dessas fungdes, a lignina atua na protecéo fisica, dificultando a herbivoria e
infeccdo de patdgenos, além de atuar na protecdo contra a perda de agua e embolia, pois ao
ser depositado na parede propicia maior resisténcia, reduzindo a mortalidade de mudas a
campo em condic¢des de estresse hidrico (PELTIER; HATFIELD; GRAU, 2009; KITIN et al.,
2010; VOELKER et al., 2011; HERBETTE et al., 2015; MALAVASI; DAVIS; MALAVASI,
2016).

Essa caracteristica € muito importante, principalmente na fase inicial onde as plantas
estdo mais sujeitas as variaces do meio.

As plantas quando submetidas ao estimulo quimico ou mecénico irdo modular as
caracteristicas morfofisioldgicas, aumentando ou diminuindo o contetdo de lignina em funcéo
dos tratamentos, dependendo da intensidade do estresse as plantas irdo incrementar os teores
dessa macromolécula a fim de proteger contra fisicos e quimicos (KERN et al., 2005;
OLIVEIRA et al., 2009; VOLKWEIS et al., 2014; DRANSKI et al., 2013; 2015; HEBERLE,
2016).

Alguns autores tem destacado o potencial da aplicagdo de uso de reguladores simples
ou em conjunto na ativacao das rotas para a producédo de lignina, por meio do estimulo para
da diferenciacdo celular e depdsito de componentes carbonados nos espagos das lamelas
(OLIVEIRA et al., 2009).

Mudas submetidas ao estimulo quimico podem alterar as caracteristicas
morfomeétricas, fisioldgicas, bioquimicas e celulares, além de induzir respostas adaptativas em
plantas submetidas ao estresse hidrico, reduzindo o choque pos-plantio e melhorando a
sobrevivéncia e o crescimento de plantas ao serem expedidas ao campo.

Mediante 0 exposto, a pesquisa objetivou avaliar as alteracdes morfoldgicas e
fisioldégicas em mudas de Schinus terebinthifolius e Cedrela fissilis em resposta ao uso de
acido salicilico. Adicionalmente, objetivou determinar as respostas bioquimicas das mudas

quando submetidas a deficiéncia hidrica, apds a aplicacdo do regulador.
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2 CAPITULO I- ALTERACOES MORFOFISIOLOGICAS EM MUDAS DE Schinus
terebinthifolius RADDI. E Cedrela fissilis VELL. APOS A APLICACAO DE ACIDO
SALICILICO

2.1 RESUMO

A Schinus terebinthifolius é uma espécie nativa e ndo endémica do Brasil, pertencente a
familia Anacardiaceae e conhecida popularmente como aroeira vermelha. Enquanto que a
espéecie Cedrela fissilis Vell. pertence a familia Meliaceae, nativa do Brasil, com maior
incidéncia entre Minas Gerais e Rio Grande do Sul e conhecida popularmente como cedro ou
cedro-rosa. As mudas, antes de serem expedidas a campo passam por uma série de préaticas
que visam melhorar sua qualidade a partir da alteracdo de parametros morfologicos,
fisioldgicos e bioguimicos e estudos recentes tem destacado o potencial de reguladores
vegetais na indugdo de mecanismos ligados a defesa contra estresses bidticos ou abidticos,
alterando rotas metabdlicas ligadas ao desenvolvimento e crescimento das plantas. Assim, a
pesquisa objetivou quantificar as alteracfes morfoldgicas e fisiologicas em mudas de Schinus
terebinthifolius e Cedrela fissilis, resultantes da aplicacdo de &cido salicilico durante oito
semanas. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, composto de quatro
tratamentos, com cinco repeti¢des de 20 mudas cada. Os tratamentos foram constituidos de
doses crescentes da solucdo de &cido salicilico: 0, 100, 200, 300 mg L™. A solugdo foi
constituida de acido salicilico, agua deionizada e tensoativo ndo idnico e aplicada com
pulverizador manual, semanalmente por 2 meses. A quantidade aplicada por repeticdo foi de
200 mL determinada a partir do ponto de escorrimento da solucéo. Os fatores avaliados apés a
aplicacdo do &cido consistiram dos incrementos em altura, no didmetro do coleto, massa de
matéria seca de raizes e parte aérea. Além dessas avalia¢bes, quantificou-se a area foliar das
mudas, perda de eletrdlitos, teor de lignina nas raizes e caule, além dos compostos fenoélicos.
Em plantas jovens de Schinus terebinthifolius a dose de 300 mg L™ resultou em maior
equilibrio entre parte aérea e sistema radicular. A altura, massa de matéria seca da parte aérea
e raiz e area foliar reduziram, o didametro e o teor de lignina, no entanto, aumentaram em
funcdo da evolucdo das doses do &cido salicilico. Plantas de Cedrela fissilis s&o mais
sensiveis as variagdes do meio e, por isso, doses mais altas intensificaram o efeito do estresse.
Fisiologicamente, a dose de 300 mg L™ do 4cido salicilico aumentou os contetdos de
compostos fenolicos, perda de eletrélitos e lignina e por isso ndo seria recomendada, pois
pode gerar desiquilibrio no contetdo celular. A dose de 100 mg L™para o cedro, no entanto,

modificou caracteristicas fisiologicas e morfoldgicas de interesse e neste caso seria a dose
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mais indicada, demonstrando que em espécies mais sensiveis, doses menores sao suficientes

para alterar parametros de qualidade.

Palavras chave: Doses. Incremento. Potencial. Reguladores.

MORPHOPHYSIOLOGICAL CHANGES IN SEEDLINGS OF Schinus terebinthifolius
RADDI. E Cedrela fissilis VELL. AFTER THE APPLICATION OF SALICYLIC ACID

2.2 ABSTRACT

The Schinus terebinthifolius is a native and non-endemic species from Brazil, belonging to the
family Anacardiaceae and popularly known as red aroeira. While the species Cedrela fissilis
Vell. belongs to the family Meliaceae, native of Brazil, with greater incidence between Minas
Gerais and Rio Grande do Sul and popularly known as cedar or pink cedar. The seedlings,
before being sent to the field, undergo a series of practices aimed at improving their quality by
changing morphological, physiological and biochemical parameters and recent studies have
highlighted the potential of plant growth regulators in the induction of mechanisms linked to
defense against biotic or abiotic stresses, altering metabolic routes linked to the development
and growth of plants. Thus, the research aimed to quantify the morphological and
physiological changes in seedlings of Schinus terebinthifolius and Cedrela fissilis, resulting
from application of salicylic acid for eight weeks. The experimental design was completely
randomized, composed of four treatments, with five replicates of 20 seedlings each. The
treatments consisted of increasing doses of the salicylic acid solution: 0, 100, 200, 300 mg L"
! The solution was composed of salicylic acid, deionized water and adjuvant and applied with
hand sprayer, weekly for 2 months. The amount applied by repetition was 200 mL as
determined from the pour point of the solution. The factors evaluated after the application of
the acid consisted of the increments in height, stem diameter, dry mass of roots and aerial
part. In addition to these evaluations, the leaf area of the seedlings, the loss of electrolytes, the
lignin content in the roots and stem and the phenolic compounds were quantified. In young
plants of Schinus terebinthifolius the dose of 300 mg L™ resulted in a greater balance between
aerial part and root system. The height, dry mass of shoot and root and leaf area reduced, the
diameter and lignin content, however, increased as the salicylic acid dose progressed. Cedrela
fissilis plants are more sensitive to environmental variations and, therefore, higher doses have
intensified the effect of stress. Physiologically, the dose of 300 mg L™ of salicylic acid

increased the contents of phenolic compounds, loss of electrolytes and lignin and therefore
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would not be recommended as it may generate imbalance in cellular content. The dose of 100
mg L™ for cedar, however, modified physiological and morphological characteristics of
interest and in this case would be the most indicated dose, demonstrating that in more

sensitive species, smaller doses are sufficient to alter quality parameters.

Keywords: Doses. Increase. Potential. Regulators.
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2.3 INTRODUCAO

A Schinus terebinthifolius € uma arvore nativa, pertencente a familia Anacardiaceae,
em algumas regiBes do Brasil é conhecida como aroeira vermelha, pimenteira, aroeira da praia
e aroeira mansa. A especie pode ser encontrada nos biomas Mata Atlantica, Cerrado e
Caatinga principalmente na faixa entre Rio Grande do Sul e Pernambuco (SANTOS et al.,
2006; OLIVEIRA; ARAUJO, 2007; GILBERT; FAVORETO, 2011; CARVALHO et al.,
2013).

A aroeira é classificada como heliéfila, perenifélia e pioneira, porém dependendo do
ambiente pode ser secundaria inicial ou tardia. Em decorréncia de sua plasticidade fenotipica,
rapida dispersdo e rapido crescimento possuem grande adaptabilidade aos mais diversos
habitats, desde solos Umidos e secos, profundos e rasos, argilosos e arenosos, além de serem
encontradas desde o nivel do mar até 2000 m de altitude (SILVA-LUZ; PIRANI, 2015).

A importancia da espécie é abrangente, uma vez que possui destaque em Varios
segmentos, como na construcdo civil, carvao, lenha, alimentacdo humana e animal, apicola,
recurso para fauna, medicinal, ornamental, corantes, dleo, resina, substancias tanantes,
cosmeéticos e na producdo de fitoquimicos, além de ser usada na restauracdo de habitats
(SOUZA et al., 2014; CARVALHO et al., 2015; NICKERSON; FLORY, 2015).

A espécie Cedrela fissilis Vell. pertence a familia Meliaceae, € uma nativa ndo
endémica do Brasil, conhecida popularmente como cedro ou cedro-rosa. A espécie €
classificada como secundéria inicial, mas pode ser encontrada em florestas priméarias nos
solos degradados e quando presente em capoeira podem se comportar como pioneiras
(LELES et al., 2006; SAKURAGUI; STEFANO; CALAZANS, 2013).

Na fase inicial de desenvolvimento pode apresentar crescimento rapido, alcancando
3,5 m de altura nos primeiros dois anos. Essa espécie apresenta grande distribuicdo pelo Pais,
desde a Amazonia, Cerrado até a Mata Atlantica (SAKURAGUI; STEFANO; CALAZANS,
2013).

A excelente estabilidade dimensional da madeira de Cedrela fissilis aliada a cor
proporciona usos nobres na construcao civil, naval e aeronautica e € muito apreciada, tanto no
mercado interno quanto no externo. Além disso, a espécie é largamente empregada no
paisagismo e na composicdo de reflorestamentos heterogéneos em areas degradadas (CAIRES
etal., 2011).

O setor de producéo florestal utiliza varias taticas para maximizar a produgdo e

minimizar as perdas de mudas no plantio a campo. Algumas praticas sejam alteracdo no
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regime de luz e temperatura, reducdo da frequéncia de regas, reducdo da fertilizacdo,
estimulos quimicos ou mecénicos poderdo modificar caracteristicas morfofisioldgicas de
interesse nas plantas (D"AVILA et al., 2011).

A escolha da melhor préatica esta relacionada com as condi¢fes edafoclimaticas que as
mudas estardo sujeitas apds serem expedidas a campo e deverdo ser modificadas de acordo
com a espécie ou regido em que estdo sendo cultivadas.

Estudos recentes tém destacado o potencial dos reguladores vegetais na inducao de
mecanismos ligados a defesa contra estresses bioticos ou abioticos, alterando rotas
metabdlicas ligadas ao desenvolvimento e crescimento das plantas (POVH; ONO, 2008;
OLIVEIRA; ABREU; PEREIRA, 2009; ORO et al.,, 2012; MAZZUCHELLI; SOUZA,
PACHECO, 2014; HEBERLE, 2016).

O éacido salicilico (AS) é um regulador de crescimento enddgeno que participa de
processos fisiologicos e atua na resisténcia de plantas, promovendo alteracfes bioldgicas,
além da regulacdo de enzimas, envolvidas diretamente no processo de protecdo das plantas
(RIVAS-SAN VICENTE; PLASENCIA, 2011).

O AS é sintetizado a partir do aminoacido fenilalanina, é considerado um sinalizador e
amplificador de sinais, onde baixas concentragdes (10°°-10°M) podem melhorar a capacidade
antioxidante nas plantas e atenuar efeito das condi¢Oes adversas, altas concentragdes, no
entanto, podem ser prejudiciais, podendo acelerar o processo de morte das células ou
aumentando a suscetibilidade a pragas e doencas, além dos estresses abioticos (JOSEPH;
JINI; SUJATHA, 2010; HARA et al., 2012; MIURA; TADA, 2014; WITTEK et al., 2015).

Ao serem expostas aos estresses as mudas podem apresentar diversas respostas
fisiologicas, entre elas, o aumento na atividade da peroxidase, lignificacdo das células,
oxidacdo de compostos fendlicos, biossintese de etileno e manutencdo da integridade das
membranas (TAIZ; ZEIGER, 2017).

Os compostos fendlicos fazem parte de um grupo muito variado, alguns séo soliveis
em solventes orgéanicos, outros sollveis em agua e outros insoluveis, dentre eles, os
flavonoides, acidos fenodlicos, fenois simples, cumarinas, taninos e ligninas, considerados
multifuncionais devido a variabilidade estrutural desses compostos. Além disso, estes podem
conferir durabilidade natural a madeira (OLIVEIRA; FERNANDES; RODRIGUES, 2005;
TAIZ; ZEIGER, 2017).

A producdo de lignina € um processo que esté relacionado com a evolucédo dos tecidos

vasculares, formada a partir da fenilananina, presente no citoplasma e acumulada na parede
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celular pela acdo das enzimas peroxidase, lacase ou fenol-oxidase (MARJAMAA;
KUKKOLA; FAGERSTEDT, 2009).

Naturalmente as plantas apresentam lignina em sua composi¢do e juntamente com a
celulose e hemicelulose sdo as moléculas mais abundantes do reino vegetal, esta estrutura faz
parte da defesa pré-formada constitutiva bioquimica das plantas e tem sua quantidade
aumentada quando exposta a alguma condicdo adversa (MONTEIRO et al., 2012).

Estudos tém demonstrado que o uso do estimulo quimico pode estar relacionado com a
producdo de lignina e assim estar favorecendo o desenvolvimento e sobrevivéncia das mudas
a campo como consequéncia de alteracbes morfométricas e fisiologicas (OLIVEIRA,;
ABREU; PEREIRA, 2009; DRANSKI et al., 2013; MAZZUCHELLI; SOUZA; PACHECO,
2014; CADORIN et al., 2015).

Cabe ressaltar que a producdo de mudas esta condicionada a varios fatores sejam estes
dependentes ou ndo das plantas, que determinam a qualidade das mesmas, assim, estratégias
para melhorar a resisténcia na fase de viveiro irdo refletir na sobrevivéncia e crescimento das
arvores, posteriormente.

Baseado no que foi apresentado, a pesquisa objetivou quantificar as alteracdes
morfologicas e fisiolégicas em mudas de Schinus terebinthifolius e Cedrela fissilis,
resultantes da aplicacdo de acido salicilico durante oito semanas.

2.4 MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi conduzida na regido oeste do Estado do Parana, latitude de 24° 33’
24’ S, longitude de 54° 05° 67°” W e altitude de 420 m. De acordo com o IAPAR e segundo a
classificacdo de Koppen, o clima da regido € do tipo Cfa, subtropical, mantendo a média anual
de temperatura entre 22 e 23 °C, com chuvas bem distribuidas durante o ano e verfes quentes
(CAVIGLIONE et al., 2001).

Os valores de umidade relativa e temperatura do ar durante a conducdo do
experimento foram obtidos diariamente com o auxilio de um datalogger (Modelo KlimalLogg
Smart) (Figura 1).
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Figura 1- Valores de temperatura e média da umidade relativa do ar durante o experimento realizado
com Schinus terebinthifolius e Cedrela fissilis em estufa

Para o ensaio, foram adquiridas 400 mudas de Schinus terebinthifolius e 400 mudas
de Cedrela fissilis, obtidas na Itaipu Binacional e no Instituto Ambiental do Parana (1AP),
respectivamente. As espécies, ambas com trés meses de idade, foram propagadas em tubetes
de 120 cm?® preenchidas com uma mistura de solo local (NITOSSOLO VERMELHO
Eutroférrico de textura muito argilosa) e himus, proporgéo 3:1.

Antes da imposicdo dos tratamentos, as mudas passaram por um periodo de
aclimatacdo em ambiente protegido por aproximadamente 30 dias, entre 0s meses de agosto e
setembro. Durante esse periodo as mudas foram fertilizadas com 3 mL de solugdo nutritiva, a
fim de fornecer os macros e micronutrientes exigidos na fase de crescimento das mesmas, a

formulacdo pode ser visualizada na Tabela 1.

Tabela 1- Composicao da solugéo nutritiva para adubacdo de mudas

Solucéo nutritiva

KH,PO, MgSO, KNO;3 Ca (NOs), 4H,0 Micro Completa Fe-EDTA
------- mL L™
1,0 2,0 5,0 5,0 1,0 1,0

Antes do inicio da aplicagdo dos tratamentos as mudas foram avaliadas quanto a
altura, diametro e numero de folhas.
Nas mudas de aroeira, as médias obtidas foram de 14,60 cm de altura, 2,99 mm de

diametro e numero de folhas de 13,34, enquanto que em plantas de cedro, as mudas
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externaram valores médios de 8,09 cm em altura, 2,51 mm em didmetro e 6,62 de folhas. As
médias foram obtidas a partir da avaliacdo de 400 mudas de cada espécie.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, composto de 4
tratamentos, 5 repetices com 20 plantas em cada, totalizando 400 mudas por espécie. Os
tratamentos foram constituidos de doses crescentes da solucdo de &cido salicilico, onde:

e T1:0mg L™ de é4cido salicilico

e T2:100 mg L™ de 4cido salicilico;

e T3:200 mg L™ de 4cido salicilico;

e T4:300 mg L™ 4cido salicilico;

A aplicacdo do regulador foi realizada semanalmente por 2 meses no periodo de 26
de setembro até 14 de novembro. A solucdo foi constituida de &cido salicilico, agua
deionizada e adjuvante (Agral®), 30 mL para 100 L de &gua. O acido foi aplicado com
pulverizador manual entre as 06h00min e 08h0Omin da manhd, devido as condigdes
climéticas mais amenas neste horario.

As quantidades aplicadas por repeticdo (constituida de 20 mudas) foi de 200 mL,
determinado a partir do ponto de escorrimento da solugéo.

Os tratos culturais realizados ao longo do experimento foram: irrigagdo com
microaspersor, em trés turnos diarios de rega de 15 minutos, limpeza da area e dos tubetes e
adubacdo com solucdo nutritiva, semanalmente, esta ultima antes do inicio da aplicacdo do
indutor.

Os parametros avaliados ap6s a aplicacdo do acido consistiram dos incrementos na
altura (1A), no didmetro do coleto (IDC), massa de matéria seca de raizes (MMSR) e massa de
matéria seca da parte aérea (MMSPA). Além dessas avaliacBes, quantificou-se a area foliar
(AF) das mudas, perda de eletrolitos (PE), teor de lignina nas raizes e caule e compostos
fendlicos totais (CF).

Para a determinacdo da altura utilizou-se régua a partir da base do coleto até a gema
apical, enquanto o didmetro foi mensurado com paquimetro digital, onde duas medidas foram
obtidas para minimizar os erros por conta da desuniformidade do caule e a partir desses
valores se quantificou as médias.

Ao término da aplicagdo do regulador de crescimento, 20 mudas de cada tratamento
foram selecionadas para determinacdo da AF, pelo método destrutivo direto, usando o
determinador com medidor portatil modelo LI-3000A, Li-Cor, USA.
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Ap0s essa avaliacdo as mudas foram separadas em parte aérea e sistema radicular
para a determinacdo da massa de matéria seca, onde as amostras foram secas em estufa de
circulacdo de ar a 60 °C, por 72 horas até peso constante.

Além desses dados, foi determinada a perda de eletrolitos das raizes pelo método de
Wilner (1955). Primeiramente as mudas foram retiradas dos recipientes e lavadas em agua
corrente a fim de evitar contaminantes da superficie das raizes, seguido da lavagem em agua
deionizada para remover 0s ions presentes nas estruturas radiculares.

A porcdo central das raizes foi removida e descartada a fim de selecionar 0,2 g de
raizes finas (<2 mm) do tergo superior, em seguida foram colocadas em um recipiente com 20
mL de agua deionizada. Essa mistura foi mantida a temperatura de 20 °C por 24 horas e apds
esse periodo foi realizada a leitura da condutividade das raizes vivas (Cyivas) cOm auxilio do
condutivimetro (modelo CD12/ Bel Engineering ®).

Em seguida as mesmas raizes foram autoclavadas a 100 °C por 10 minutos e ap6s
esse procedimento o material foi mantido em temperatura ambiente até resfriamento da
solucdo para a determinacdo da condutividade das raizes mortas (Cmortas). A perda de

eletrolitos foi quantificada pela formula:
PER (%) = (CVNa/Cmorta)XlOO (1)

Valores baixos para essa variavel indicam que existe alta viabilidade das raizes, pois
houve menor extravasamento dos ions.

Para determinacdo de compostos fendlicos, a metodologia usada foi de Georgé et al.
(2005), onde amostras de folhas foram moidas, em moinho tipo Willye, pesadas 1 g e
adicionadas em 9 mL de etanol (90%), a solucéo foi transferida para falcon de 15 mL e
levadas para ultrassom, durante 20 minutos.

Apbs os procedimentos, as amostras foram centrifugadas a 3500 rpm por 20 minutos
e 0 sobrenadante transferido para falcons. Em seguida da obtencdo do extrato, 0,5 mL do
mesmo foi misturado a 2,5 mL de Folin-ciocalteu, na proporcdo de 1:10 (Folin:Agua) e
adicionado 2,0 mL de Na,COs.

As amostras foram mantidas no escuro por 15 minutos a temperatura de 50 °C e
posteriormente o sobrenadante foi coletado para realizagdo da leitura em espectrofotémetro,
com comprimento de onda de 760 nm. As concentragdes foram determinadas e quantificados
os teores de acido galico em mg. As amostras com leitura menores que 0,16 e maiores que
0,84 foram diluidas e essa faixa de valores foi determinada de acordo com a curva padréo para

determinacdo dos compostos fenolicos totais. A curva pode ser visualizada na figura 2.
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Figura 2- Curva padréo para a determinacéo da concentracdo de compostos fendlicos
Fonte: FRANCA, D. L. B. de. (2016)

A determinacdo de lignina seguiu 0 método proposto por Van Soest (1994), onde a
matéria seca de raizes e da parte aérea resultante da secagem em estufa de circulacdo de ar a
60 °C por 72 horas foram moidas em moinho tipo Willye e passadas em peneira de malha 40
mesh.

Amostras de 0,5 g de tecido vegetal foram acondicionadas em sacos de TNT e
selados em maquina seladora. Os sacos foram colocados em frascos plasticos com capacidade
de 1,0 L.

Aos frascos, foi adicionada a solucdo detergente acido (FDA), preparada
previamente, com 20 g de Brometo de cetiltrimetil aménio e 27,4 mL de H,SO, concentrado,
diluidos em 1,0 L de agua na proporcdo de 40 mL por saco. Logo apés o preparo da solucdo
as amostras foram acondicionadas em autoclave a 100 "C por 1 hora.

Em seguida, os sacos foram lavados em &gua corrente (agua quente e fria
alternadamente) e imersos por 5 minutos em 30 mL de acetona P.A., apds a lavagem e
secagem em estufa a 105 °C por 8 horas foi realizada a pesagem (amostras em temperatura
ambiente).

A extragdo consistiu na imersdo dos sacos de TNT por 3 horas em 2L de acido
sulfarico (H,SO4) a 72%. Apés a imersdo em acido, as amostras foram lavadas em agua
corrente, novamente o material foi seco em estufa de circulacéo de ar, por 8 horas a 105 °C e
obteve-se 0 peso do material. Apds a pesagem, os sacos de TNT foram acondicionados em

cadinhos de porcelana e submetidos a carboniza¢do em mufla a 550 °C por 3 h.
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Ao final do procedimento, novamente realizou-se a pesagem do material resultante
da carbonizacdo. Os teores de lignina foram expressos, apés a transformacdo, em g kg™ e

obtidos de acordo com a equacao descrita abaixo.

Lignina (%) = [(RESas-RESc)*(100/2*MA)/MA 2
Onde: RESas = matéria seca resultante da digestdo sulfurica; RESc = matéria seca resultante
da carbonizagdo; MA = matéria seca inicial.

Os resultados obtidos foram submetidos ao teste Bartlett e Shapiro-Wilk a fim de
testar a homogeneidade e normalidade dos dados, seguido da analise de variancia. Mediante a

significancia dos dados pelo teste F, estes foram desdobrados pelo teste de Dunnett.

3.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O aumento das doses de acido salicilico resultou na reducéo do incremento em altura
nas mudas de Schinus terebinthifolius, porém ndo houve diferenca estatistica significativa
(P>0,05) entre as doses de 0, 100 e 200 mg L™ do indutor. As médias obtidas para a mesma
espécie foram de 5,06; 5,09; 4,86 e 3,67 cm para os tratamentos 1, 2, 3 e 4, respectivamente
(Figura 3A).

Para o tratamento 4, equivalente a dose de 300 mg L™ se obteve a menor média, esse
resultado ocorre porque mudas ao serem expostas a alguns estresses, seja o hidrico, salino,
luminoso ou térmico suprimem o crescimento primario e favorecem o crescimento secundario
(LUNDQVIST; VALINGER, 1996; MOREL et al., 2012).

Nesse sentido, a quantidade de &cido salicilico pode ter sinalizado proteinas, enzimas
e genes especificos que atuam na protecdo das plantas, simulando uma condicéo de estresse e
assim deixando as mesmas preparadas para as situacdes que irdo enfrentar ao serem expedidas
a campo, assim houve reducdo da parte aérea a fim de equilibrar o sistema como um todo.

Outra justificativa é que o acido salicilico é requerido em pequenas quantidades,
aproximadamente 102 a 10°M pelas plantas e as doses usadas na pesquisa, por serem
maiores, podem ter ocasionado algum estresse no desenvolvimento das mesmas, pois alem
das quantidades aplicadas exogenamente, a planta também produz baixas concentra¢fes desse
indutor.

Desta forma, a aplicacdo exogena excessiva ou realizada de maneira incorreta pode
ocasionar desbalanco hormonal nos vegetais, alem de afetar a rota de outros metabolitos, pois
mesmo que esse composto ndo esteja sendo exigido naquela situacdo, a planta ird realizar

normalmente as atividades de sintese e assimilacdo do mesmo.
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Entretanto a partir do momento que o regulador entra no vegetal precisard passar por
todos os procedimentos normais a fim de equilibrar o funcionamento da maquinaria vegetal,
tendo que ser assimilado, transformado pela via dos metabolitos secundarios, convertido em
moléculas compativeis com a funcdo que ird desempenhar no vegetal e ser transportado. Para
realizacdo desses procedimentos havera gastos metabolicos, culminando em perda energética
e compostos essenciais.

Por isso € imprescindivel que estudos sejam realizados a fim de quantificar quais as
doses mais indicadas, periodo de exposicdo aos tratamentos, época de aplicacdo e
caracteristicas a serem moduladas para simular de forma mais precisa o que ocorre
naturalmente nos vegetais, pois quando a planta enfrenta qualquer condi¢do adversa, a sintese
desses compostos, que ja ocorre naturalmente tem seus teores incrementados, porém em
baixas concentracoes.

Em mudas de Cedrela fissilis a anélise dos resultados indicou diminuicdo do
incremento em altura do tratamento controle para os demais tratamentos. As médias dos
incrementos foram de 1,93; 1,72; 1,71; 1,68 cm a medida que aumentaram as doses do acido
(Figura 3B).

Resultados diferentes foram obtidos por Mazzuchelli, Souza e Pacheco. (2014), onde
a aplicacdo de AS resultou no aumento em altura das plantas de Eucalyptus urophylla x
Eucalyptus grandis (clone H13) para as doses de 0, 100, 200 e 300 mg L™.

Resultados semelhantes foram obtidos por Cadorin et al. (2015), onde a analise dos
resultados apresentou uma reducdo no incremento em altura, de aproximadamente 42% em
mudas de Cordia trichotoma ((Vell.) Arrab. Ex Steud) na concentra¢io de 50 umol L™ de
metil jasmonato durante 4 e 8 semanas.

Em plantas jovens de Schinus terebinthifolius e Cedrela fissilis a reducdo foi de
27,47 e 12,95%, respectivamente do tratamento controle para a dose maxima do regulador de

crescimento.
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Figura 3- Incremento em altura (IA) em mudas de Schinus terebinthifolius (A) e Cedrela fissilis apos a
aplicacéo de &cido salicilico

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Dunnett ao
nivel de 5% de probabilidade

O aumento das doses de &cido salicilico em mudas de Cedrela fissilis resultou em um
aumento no incremento em didmetro e os tratamentos 1 (2,45 mm) e 2 (2,49 mm) néo
diferiram entre si (P>0,05), porém foram diferentes estatisticamente do tratamento 3 (2,72
mm) e 4 (2,91mm). Do tratamento controle para a dose maxima do regulador o aumento foi
de 18,78% (Figura 4).

O aumento nas doses de AS favoreceu o desenvolvimento do caule nas plantas, isso
pode ser vantajoso porque 0 crescimento secundario estd diretamente ligado ao
desenvolvimento da raiz, além disso, pode facilitar e melhorar o acimulo de fotossintatos no
sistema radicular e amenizar o efeito dos estresses nas plantas, por ativar rotas ligadas ao
metabolismo secundario que atuam como protetores nos vegetais.

O diametro ird determinar o potencial da muda e sua sobrevivéncia a campo,
geralmente mudas com maior diametro apresentam maior sobrevivéncia quando expostas a
algum tipo de estresse, principalmente por apresentarem maior capacidade de formacgédo de
novas raizes, como foi reportado em estudos desenvolvidos por Del Campo, Navarro e
Ceacero (2010) em mudas de Quercus ilex L.

Mudas de Schinus terebinthifolius ndo externaram alteragdes no incremento em
diametro do coleto em funcdo das doses de AS e os valores variaram de 1,71 a 1,86 mm.

Em trabalhos desenvolvidos por Heberle (2016) em mudas da espécie Patagonula
americana L. com a aplicacdo de acido jasménico se obteve um aumento no incremento em
diametro em 110,7% com a aplicacdo de 1,5umol L™, porém, ndo havendo diferenca

estatfstica significativa (P>0,05) da concentracdo de 0,5 pmol L™.
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Figura 4- Incremento em didmetro (ID) em mudas de Cedrela fissilis apos a aplicacdo de &cido
salicilico
As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Dunnett ao
nivel de 5% de probabilidade

As mudas, a fim de apresentarem maior equilibrio da parte aérea e
consequentemente, maior resisténcia ao serem levadas a campo devem apresentar maior
diametro, neste sentido, um dos objetivos das praticas rustificativas realizadas em viveiro €
favorecer o crescimento secundario das mudas (GOMES; PAIVA, 2004).

Outro parametro de grande importancia e que ird refletir diretamente na
produtividade das plantas é a area foliar, pois sua quantificacdo podera predizer e induzir a
conversdo de energia luminosa em energia quimica, dessa maneira, quanto maior a area foliar
maior a producdo de fotoassimilados por meio da fotossintese, porém maior serd a perda de
agua por transpiracao.

As analises dos dados de area foliar em mudas de Schinus terebinthifolius revelaram
que os tratamentos nas doses de 100, 200 e 300 mg L™ diferiram do tratamento controle e as
médias obtidas em ordem crescente foram de 360,98; 297,87; 283,01 e 283,69 cm? (Figura 5).

A justificativa para a diminuigdo da area foliar com 0 aumento da dose de AS pode
estar relacionada ao acido ter imposto a muda a uma condicdo de estresse, Como mecanismo
de defesa, a planta pode ter desencadeado uma série de atividades bioquimicas e fisioldgicas
ligadas a producéo de substancias vinculadas a senescéncia foliar e alongamento foliar.

Porém ¢ importante destacar que a aplicacdo do acido salicilico culminou na
diminuicdo dessa variavel para promover maior equilibrio entre o sistema radicular e a parte
aérea. A massa de matéria seca da parte aérea reduziu em 15,41%, concordando com a

diminuicdo na area foliar.
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A aplicacdo de reguladores vegetais pode reduzir a expansdo foliar como estratégia de
restituir o equilibrio do vegetal, essa estratégia é benéfica, pois reduz a area
evapotranspiratoria, porém reduz a assimilacdo e fixacdo de CO, e consequentemente a
producdo de compostos de carbono que serédo utilizados na sintese de energia, por isso, apesar
de trazer beneficios em curto prazo, a reducdo da area foliar pode ser prejudicial por um longo
periodo de tempo, assim como o fechamento estomético, que também é consequéncia da
aplicacdo de reguladores.

Os resultados obtidos para a area foliar em mudas de Cedrela fissilis nao
demonstraram diferenca significativa (P>0,05) em funcdo do acréscimo das doses de acido
salicilico e a média dos tratamentos foi de 285,16 cm?.

Estudo desenvolvido por Dranski et al. (2013) relataram reducdo da area foliar em
mudas de Pachystroma longifolium (Ness) e reducdo de 28% da parte aérea quando tratadas

com ethephon na concentracéo de 600 mg L™,
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Figura 5- Area foliar (AF) em mudas de Schinus terebinthifolius ap6s a aplicacao de 4cido salicilico
As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Dunnett ao
nivel de 5% de probabilidade

A massa de matéria seca da parte aérea (MMSPA) em mudas de Schinus
terebinthifolius ndo demonstrou diferenca estatistica entre os tratamentos 1 e 2, porém
diferiram dos tratamentos 3 e 4 que foram semelhantes entre si (Figura 6A).

As médias obtidas para os tratamentos 0, 100, 200 e 300 mg L™ foram de 9,54; 9,10;
8,22 e 8,07 g, apresentando uma reducéo de, aproximadamente, 15,41% do tratamento 1 para
0 4, como pode ser observado na Figura S5A.

Esse resultado pode estar relacionado com a diminui¢do da altura da parte aérea e

numero de folhas, pois o acido salicilico pode ter promovido reducdo na parte aérea a fim de
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equilibrar o crescimento da planta e melhorar a sobrevivéncia e desenvolvimento das mesmas
por meio de modifica¢des morfoldgicas que tornem as mudas mais adequadas ao plantio.

Em mudas de cedro ndo houve diferenca significativa (P>0,05) até a dose de 200 mg
L™ e os tratamentos apenas diferiram para a dose maxima do indutor, as médias foram de
3,39; 3,44; 3,51 e 3,20 g a medida que as doses de AS aumentaram (Figura 6B).

Os hormonios séo exigidos em pequenas quantidades pelas plantas e concentragdes
préximas de 0,5 a 1,0 mM podem ativar, inibir ou modificar rotas metabdlicas importantes,
porém essa quantidade pode variar de acordo com as caracteristicas intrinsecas e extrinsecas
da espécie (YUAN; LIN, 2008).

Assim, a dose de 300 mg L™ em mudas de Cedrela fissilis pode ter inibido atividades
fisiolégicas importantes e refletido em alteracdes morfométricas, reduzindo assim, a area
foliar e consequentemente a massa de matéria seca da parte aérea.

Em mudas de Cariniana estrellensis (Raddi) Kuntze a aplicacdo de ethephon
resultou em uma reducdo média de 22% na matéria seca da parte aérea, em comparacdo ao
tratamento controle, sem alterar a taxa de crescimento do sistema radicular (ORO et al.,
2012).

Segundo Gomes e Paiva (2004), a massa de matéria seca da parte aérea pode indicar
maior ou menor rusticidade e se correlacionar com o desempenho inicial das mudas pos-
plantio.

Alguns compostos quimicos quando aplicados nas plantas ou produzidos em
quantidade superior ao ideal podem trazer varios efeitos, como queda de folhas, diminuicéo
da area foliar, resultando em reducéo na massa de matéria seca da parte aérea e raizes, pois 0s
horménios vegetais apresentam mecanismos de sintese e inibicdo em fungdo das
concentracdes (mecanismo de feedback).

Campos et al. (2010) verificaram reducdo estatistica significativa de massa seca da
parte aérea e na area foliar com a aplicacdo de ethephon em plantas de Gladiolus communis
L., devido a elevada queda de folha a medida que as doses do indutor aumentaram.
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Figura 6- Massa de matéria seca da parte aérea (MMSPA) em mudas de Schinus terebinthifolius (A) e
Cedrela fissilis (B) ap06s a aplicacdo de acido salicilico

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Dunnett ao
nivel de 5% de probabilidade

Para a massa de matéria seca da raiz em mudas de Schinus terebinthifolius ndo houve
diferenca entre as doses de cido salicilico aplicadas e os tratamentos s6 diferiram do controle
(0 mg L™). As médias obtidas para os tratamentos foram de 10,72; 8,20; 8,37 e 7,86 g e houve
uma reducéo de 26,68 % do tratamento 1 para o tratamento 4, como pode ser visualizado na
Figura 7A.

Resultados semelhantes foram obtidos por Oro et al. (2012) para o parametro massa
de matéria seca da raiz em mudas de Cariniana estrellensis, onde a testemunha apresentou
maiores valores em relacdo aos demais tratamentos com a aplicagdo de ethephon, isso pode
ser justificado pela reducdo da parte aérea, neste sentido, a planta, a fim de equilibrar o
crescimento parte aérea/sistema radicular apresentou também uma diminuicéo na raiz.

Para as mudas de Cedrela fissilis o tratamento controle ndo diferiu da dose de 100
mg L™ e as médias foram de 3,09 a 3,32 g de massa de matéria seca da raiz para os
respectivos tratamentos.

Nas concentracdes de 200 e 300 mg L™ as médias foram semelhantes entre si e
obtiveram valores maiores do que as anteriores, 3,70 e 3,73 g, respectivamente (Figura 7B),
diferente da espécie anterior, houve aumento na biomassa das raizes em 20,71%.

As espécies de Cedrela fissilis e Schinus terebinthifolius respondem de maneira
distinta a aplicacdo do acido salicilico e vérios fatores, como idade da planta, caracteristicas

fisioldgicas, bioquimicas, morfoldgicas e classificagdes ecoldgicas irdo influenciar.
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Resultados semelhantes foram obtidos por Volkweis et al. (2014), onde a massa seca
da raiz em mudas de Maytenus ilicifolia (Schrad.) Planch. cresceu quando a frequéncia das
flexdes caulinares aumentaram para os tamanhos de mudas testadas.

Segundo Jacobs e Landis (2009) na fase de viveiro, as plantas passam por um
periodo de aclimatacdo, onde o vegetal ira redirecionar parte da energia que seria utilizada no
desenvolvimento da parte aérea para o crescimento do sistema radicular, assim, a biomassa
das raizes tende a aumentar, devido ao acimulo de fotoassimilados nessa regido. Neste
sentido, a aplicacdo do acido salicilico pode ter ocasionado essa resposta nas plantas e por
isso aumentado a massa de matéria seca das raizes em mudas de Cedrela fissilis.

Rivas-San Vicent e Plasencia (2011) sugeriram varios mecanismos por meio dos
quais o acido salicilico pode afetar de forma positiva a producdo da biomassa nas plantas,
dentre eles a existéncia de interacbes cruzadas entre o AS e outros fitormdnios, como as
citocininas, etileno, auxinas, giberelinas, acido jasmonico e acido abscisico que podem atuar
de forma sinérgica ou antagonica inibindo ou melhorando o crescimento e desenvolvimento
das mesmas.

Assim, o AS pode contribuir na regulacdo dos vegetais embora, a maioria dos
mecanismos bioquimicos resultantes dessas alteragbes permaneca desconhecido (PAL et al.,
2014).
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Figura 7- Massa de matéria seca da raiz (MMSR) em mudas de Schinus terebinthifolius e Cedrela
fissilis ap6s a aplicacdo de acido salicilico

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Dunnett ao
nivel de 5% de probabilidade

Mudas quando expostas a condi¢bes adversas, sejam de natureza biotica ou abiotica,
poderdo apresentar respostas diversas. Quando se detecta sintomas visuais de estresse 0S

vegetais ja sofreram ao nivel celular, molecular e fisioldgico e neste sentido, para se detectar
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de forma mais precisa essas respostas recomenda-se 0 uso de analises que quantifiqguem essas
alteracdes.

A perda de eletrolitos € uma analise fisioldgica que detecta a quantidade de ions que
extravasaram da membrana, isso ocorre quando a planta é submetida a condicGes atipicas que
resultam na perda da seletividade da membrana, levando a morte das células. Quanto menor o
valor observado para a perda de eletrolitos maior a integridade na membrana (LANDIS;
DUMROESE; HAASE, 2010).

Em mudas de Schinus terebinthifolius os valores obtidos foram de 45,15; 54,33;
51,99 e 39,23% a medida que se aumentou as doses de AS (Figura 8A), demonstrando que a
dose maxima alterou minimamente a integridade da membrana, nd&o comprometendo
significativamente o sistema celular, porém este tratamento nédo diferiu do controle.

Além disso, ndo se recomenda a aplicagdo das doses de 100 e 200 mg L™, pois os
valores foram incrementados, resultando em maior extravasamento de ions e contribuindo
para o estresse das mudas e menor capacidade de estabelecimento a campo.

Doses especificas irdo refletir em respostas peculiares, assim, doses mais baixas
podem ndo ser suficientes para gerar resultados significativos nas plantas ou mesmo podem
gerar respostas negativas, pois as caracteristicas das plantas também irdo influenciar nos
resultados obtidos.

Em estudos anteriores autores discutiram que em determinadas situacfes o transito
de solutos nas células poderd favorecer o equilibrio osmoético das mesmas, induzindo
tolerancia a diversos estresses ambientais, assim a saida e entrada dessas substancias podem
ser benéficas desde que a seletividade da membrana néo seja corrompida (GUO et al., 2010).

Em mudas de Cedrela fissilis os tratamentos 2, 3 e 4 diferiram apenas do tratamento
controle e as médias obtidas foram de 16,90; 20,50; 22,03 e 21,60% em ordem crescente de
acordo com a aplicacdo do &cido salicilico (Figura 8B).

Assim, infere-se que fisiologicamente, a aplicagdo de acido salicilico gerou uma
condic&o estressante para a espécie e como consequéncia a liberagao dos solutos presentes nas
células, podendo resultar na plasmélise e desiquilibrio do potencial eletroquimico, porém isso
é dependente da intensidade que esses tecidos serdo atingidos.

Trabalho desenvolvido por Oro et al. (2012) em mudas de Cariniana estrellensis e
com a aplicagéo de ethephon resultou em menores medias nas concentrac6es de 100 a 300 mg
L™, demonstrando maior resisténcia de membrana ao extravasamento de fons para o meio

extracelular.
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Em relacdo as duas espécies a imposicdo dos tratamentos parece ter sido mais
prejudicial para as mudas de cedro, pois apesar dos valores terem sido menores, 0 que pode
indicar que a espécie estaria menos estressada, houve aumento do parametro com a aplicacao
da maior concentracdo do regulador vegetal, diferente do que foi obtido nas plantas de
Schinus terebinthifolius, entretanto ndo houve comparacdo estatistica entre as espécies.

Para a aroeira a reducdo da dose de 100 mg L™ (onde se obteve o maior valor) para a
dose de 300 mg L™ foi de 27,79%. Enquanto que, para o cedro o aumento foi de 30,35% do
tratamento controle para a dose de 200 mg L™ do AS (maior média obtida), sem, no entanto,
externar diferenca estatistica entre as doses do AS.

Naturalmente, ions sdo translocados de uma célula para outra e esse transporte €
mediado por membranas celulares ou através de proteinas carreadoras, em condi¢des atipicas,
a seletividade das membranas é comprometida e por isso, valores altos de extravasamento de
ions podem indicar maior estresse em funcéo dos tratamentos.

Para as plantas de Schinus terebinthifolius a dose recomendada seria a de 300 mg L™,
pois resultou em reducdo da perda de eletrdlitos, ndo diferindo do tratamento controle. Em
contraste, para as mudas de Cedrela fissilis, a aplicacdo do acido resultou em aumento desses

teores e por isso, ao se avaliar os parametros fisiologicos, a aplicacdo do regulador ndo é

recomendada.
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Figura 8- Perda de eletrélitos (PE) em raizes de Schinus terebinthifolius (A) e Cedrela fissilis (B) ap6s
a aplicacéo de acido salicilico
As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Dunnett ao
nivel de 5% de probabilidade

Os compostos fenolicos sdo metabolitos secundarios presentes nos vegetais e

formados a partir da ligacdo entre um anel aromatico e um ou mais grupos hidroxilicos (-OH).
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A sintese dos mesmos ocorre por duas vias principais, a do &cido chiquimico e do malénico
(SOUZA et al., 2007; SILVA et al., 2010; TAIZ; ZEIGER, 2017).

Para a quantificacdo do teor de compostos fenélicos as doses de 100 e 200 mg L™ de
acido salicilico em mudas de Schinus terebinthifolius ndo diferiram do tratamento controle,
apenas o tratamento equivalente a aplicacdo de 300 mg L™ de AS resultou em diferencas
estatisticas significativas (P>0,05).

As medias obtidas foram de 16,23; 13,84; 14,15 e 20,46 mg &cido galico g de MS e 0
aumento percentual do menor valor (100 mg L™) para o maior (300 mg L™) foi de 47,83%
(Figura 9A).

Isso pode ser explicado pela hipersensibilidade das células associado as respostas das
plantas ao acido salicilico, fato que pode ter contribuido para o aumento nos teores de
compostos fenolicos, fundamentado no fato de que doses baixas podem causar alteracGes
significativas nos vegetais.

O aumento na concentracdo de compostos fendlicos pode ser positivo, pois estes
exercem inumeras funcgdes nas atividades metabdlicas, principalmente na protecdo das plantas
contra agentes antioxidantes e espécies reativas de oxigénio (EROs), atuando na captura de
elétrons na cadeia transportadora e ligando-os a esses radicais, evitando o inicio da oxidacdo e
protegendo as membranas das células, secundariamente 0 aumento desses compostos ira
sinalizar a planta para a condicdo de estresse (MA; MA; WANG, 2011; PEREIRA;
CARDOSO, 2012).

Entretanto, resultados negativos também podem ser observados em detrimento do
aumento desses compostos nas plantas, pois a energia e 0s compostos principais que seriam
utilizados no metabolismo primario serdo realocados para 0 metabolismo secundario e assim,
algumas atividades essenciais podem cessar ou até mesmo serem paralisadas, dificultando o
desenvolvimento normal dos vegetais.

A dose de 2,0 mM de acido salicilico aumentou a sintese de compostos fendlicos e a
atividade da enzima fenilalanina amonia-liase, melhorando a tolerancia em plantas de Citrus
limon L. sob refrigeracéo (SIBOZA; BERTLING; ODINDO, 2014).

As doses de 0, 200 e 300 mg L™ do 4cido no diferiram entre si (P>0,05) em mudas
de Cedrela fissilis e as médias obtidas foram de 16,93; 16,43 e 17,89 mg acido galico g de
MS, respectivamente.

O menor valor obtido foi de 14,03 mg &cido galico g de MS em mudas de cedro para
o tratamento 2 (Figura 9B), reforcando que o cedro, por ser mais sensivel que a aroeira as

variagdes do meio sdo estimuladas por doses menores, neste caso, a dose de 100 mg L™ ndo
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gerou estresse na planta, pelo contrério, amenizou os efeitos do mesmo, reduzindo os teores
de compostos fendlicos.

A média obtida para a determinacao de compostos fendlicos nas cascas de plantas de
Anadenanthera peregrina VELL. em func¢éo da classe diamétrica foi de 11,73% (SARTORI;
CASTRO; MORI, 2014).

Para a Schinus terebinthifolius e Cedrela fissilis, as maiores medias para compostos
fenélicos foram obtidas onde se aplicou a dose maxima (300 mg L) do indutor (20,46 e
17,89 mg é&cido galico g de MS, respectivamente). Porem, a composicdo de compostos

fendlicos ird varia em funcdo da espécie, cultivar, estadio fenoldgico, condicdes edéficas e

climaticas.
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Figura 9- Compostos fendlicos (CF) em mudas de Schinus terebinthifolius (A) e Cedrela fissilis (B)
apos a aplicacdo de acido salicilico

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Dunnett ao
nivel de 5% de probabilidade

As quantidades de compostos fenolicos podem aumentar em condi¢cBes onde 0s
processos bioldgicos sdo prejudicados e esses teores podem variar em fungdo da temperatura,
disponibilidade hidrica, luminosidade, disponibilidade de nutrientes, infestacdo de pragas e
patogenos, além de danos mecanicos e quimicos (GOBBO-NETO et al, 2007,
RAMAKRISHNA; RAVISHANKAR, 2011; NCUBE et al., 2012).

Temperaturas elevadas, acima de 35 °C tem influéncia direta na composic¢édo de
fendis na planta, primeiramente por estar relacionado com a abertura e fechamento estomético
e consequentemente concentragéo interna de CO,, segundo por atuar na ativagdo e inativacdo
de enzimas que atuam na protecdo e desenvolvimento dos vegetais e quanto maior a

temperatura maior o risco de degradacdo ou inativacdo das mesmas.
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Além disso, altas temperaturas e a luminosidade podem interromper a cadeia
transportadora de elétrons contribuindo para a formagéo dos compostos fenolicos.

As mudas de Cedrela fissilis e Schinus terebinthifolius foram expostas a inumeras
oscilacdes climaticas, como por exemplo, a temperatura, que chegou a 37,4 °C durante o
periodo do experimento como pode ser observado na Figura 1, assim infere-se que outros
fatores, ndo apenas a aplicacdo do &cido salicilico pode ter contribuido para os resultados
obtidos.

Além do mais, as plantas, naturalmente sdo expostas a intensa radiacdo solar,
ocasionando a degradacdo de pigmentos de extrema importancia para 0S Processos
fotossintéticos e este processo é denominado fotoxidacdo. Para proteger essas moléculas
contra a degradacdo, as plantas podem sintetizar compostos de origem fenolica para atuarem
na absorcdo da radiacdo nas camadas epidérmicas dos tecidos, dificultando a oxidacdo das
células (GOBBO NETO; LOPES, 2007).

Esse resultado pode ser claramente visualizado quando se relaciona os teores de
clorofila (Figura 2- Capitulo 1) com o aumento dos compostos fendlicos em mudas de
Cedrela fissilis, demonstrando, que nesta fase a planta estaria passando por um periodo de
estresse.

Inicialmente os maiores teores de CF s&o obtidos no tratamento controle e na dose de
300 mg L™ com médias de 16,93 e 17,89 mg &cido galico g de MS, respectivamente. Os
maiores teores de clorofilas totais também foram observados para 0s mesmos tratamentos,
obtendo médias de 116,66 pmol m™ para a dose de 0 mg L™ e valor de 101,98 pmol m™ para
a dose méxima do indutor de crescimento.

Proveniente da rota metabolica dos compostos fendlicos, a lignina esta presente na
maioria dos tecidos, porém é mais abundante em caules e raizes (RAES et al., 2003;
ROGERS; CAMPBELL, 2004). As utilizacbes das préaticas de viveiro visam aumentar seus
teores, tanto em caules quanto nas raizes a fim de reduzir as perdas de agua e solutos em
condicdes de estresse, justificando a aplicacéo de doses mais altas de reguladores vegetais.

Como pode ser visualizado na Figura 10A, os teores de lignina no caule de Schinus
terebinthifolius foram maiores na dose maxima do acido salicilico e a média foi de 293,97 g
kg™, 0 aumento percentual do tratamento 2 para o 4 foi de 23,63%. Interessante destacar que 0
tratamento onde foi aplicado a dose de 100 mg L™ do indutor no diferiu da concentracéo de
200 mg L™
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O indutor de crescimento utilizado na pesquisa proporcionou um incremento na
lignina, tornando as plantas mais preparadas aos intempéries, dificultando a degradacdo e
melhorando o rendimento e qualidade da madeira.

E apesar da determinacéo de lignina ndo ser considerada como atributo de qualidade
serve para predizer quais mecanismos internos ou externos das plantas estdo sendo alterados,
pois essa molécula pode desempenhar inimeras atividades no metabolismo dos vegetais
(MALAVASI et al., 2016).

Além disso, esse parametro esta diretamente relacionado com a sobrevivéncia,
crescimento e desenvolvimento das mudas a campo, podendo afetar variaveis como massa de
matéria seca e fresca da parte aérea, além do didametro do coleto, pois entre as funcBes da
lignina tem-se o enrijecimento do caule, podendo promover um aumento no volume das
mesmas.

Em mudas de Schinus terebinthifolius a maior média para o incremento em diametro
foi obtido no tratamento 4 (300 mg L™) concordando com os resultados obtidos para a
determinacéo de lignina na mesma estrutura.

Os menores valores de lignina foram observados para plantas tratadas com as doses
de 100 e 200 mg L™ e as médias foram de 237,79 e 227,91% (Figura 10A).

Tal resultado pode ser explicado porque cada espécie apresenta necessidades
distintas em relacdo as quantidades de hormonios exigidos, a Schinus terebinthifolius, por ser
uma espécie mais rustica e menos exigente as condicdes do meio necessitaram de maiores
doses para estimular a producdo dessa macromolécula, baseado no fato de que o aumento do
indutor poderd simular uma condicdo de estresse a fim de estimular a producdo dos
metabolitos secundarios.

Para a maioria dos tratamentos as concentracGes de lignina nas raizes da Schinus
terebinthifolius foram maiores em relac&o aos teores observados no caule e a partir da dose de
200 mg L™ esses teores foram incrementados, ndo diferindo, no entanto do tratamento
controle. Assim como foi obtido anteriormente, a dose de 100 mg L™ externou a menor média
para esse parametro.

As médias obtidas foram de 320,04; 270,83; 304,81 e 316, 46 g kg ™ & medida que as
doses do acido aumentaram (Figura 10B).

Os maiores valores obtidos com o aumento das doses podem ser justificados porque
as mudas, naturalmente, sofrem diversos estresses oxidativos a fim de estimular a ativagdo
enzimatica para desencadear atividades fisioldgicas, bioquimicas ou estruturais, melhorarando

o desenvolvimento normal das plantas, deixando-as aptas para as condi¢cdes adversas que
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poderdo ser expostas posteriormente (GOTTLIEB; BORIN; KAPLAN, 1995; WENG;
CHAPPLE, 2010).

A lignificacdo dos tecidos no sistema radicular pode se relacionar com a perda de
eletrolitos, em mudas de Pinus taeda esses valores se correlacionaram e reduziram a
sobrevivéncia das mudas aos 90 dias e quanto menor a integridade da membrana, maior a
permanéncia das mudas a campo (DRANSKI et al., 2015).

A maior média obtida para o teor de lignina em raizes de Schinus terebinthifolius foi
observado na dose de 300 mg L™, no mesmo tratamento onde se obteve menor média de perda
de eletrdlitos, isso é consequéncia do maior enrijecimento dos tecidos e membranas e dessa

forma menor perda de ions pelas membranas.
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Figura 10- Teor de lignina em caule (A) e raiz (B) em mudas de Schinus terebinthifolius apds a
aplicacéo de &cido salicilico
As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Dunnett ao
nivel de 5% de probabilidade

Em mudas de Cedrela fissilis o teor de lignina no caule ndo diferiu estatisticamente
com a aplicacdo do acido salicilico e a média foi de 177,59 g kg™

Em trabalhos desenvolvidos por Géuvea et al. (2015) em plantas de eucalipto, o teor
de lignina variou entre 280,8 e 317,0 g kg™.

O menor teor de lignina em raizes de Cedrela fissilis foi observado no tratamento
controle, porém diferente do que foi encontrado na espécie anterior, a dose de 100 mg L™
refletiu na maior média (271,46 g kg™), apenas esse tratamento diferiu dos demais. A partir
dessa dose os teores de lignina foram decrescentes e a reducdo foi de 24,11% em relacdo a
dose de 300 mg L™ (Figura 11).

A aplicacdo de 100 mg L™ seria a mais recomendada neste caso, pois foi aquela que

resultou em maiores valores e, teoricamente promoveu maior enrijecimento e fortalecimento
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das paredes celulares, deixando as mudas menos suscetiveis a pragas e doengas, além de
melhorar a resisténcia contra fatores abidticos.

Uma justificativa € que o cedro € uma espécie mais sensivel as variagdes ambientais
e assim esta dose, especificamente pode ter gerado uma grande alteracdo no metabolismo do
vegetal, sinalizando uma condicdo de estresse e assim aumentando os teores de lignina como
estratégia de defesa das plantas.

Porém € interessante destacar que essas quantidades irdo variar de acordo com a
espécie, estagio de desenvolvimento, condi¢Bes climaticas, nutricionais, hidricas, além da
sanidade e genética das plantas.

As médias obtidas de acordo com o aumento nas doses de AS para o cedro foram de
196,41, 271,46; 229,73 e 206,02 g kg™ (Figura 11).

Em plantas de Simarouba glauca DC. a aplicagdo foliar de 50 mg L™ do &cido
salicilico aumentou o nivel de metabolitos secundarios, dentre eles, cumarinas, lignina,
esterdis, xantoproteinas, glicosidos cardiacos e saponinas (AWATE; GAIKWAD, 2014).
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Figura 11- Teor de lignina em raizes de mudas de Cedrela fissilis apds a aplicacdo de acido salicilico
As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Dunnett ao
nivel de 5% de probabilidade

2.6 CONCLUSAO

A aplicacdo do &cido salicilico por 8 semanas em mudas de Schinus terebinthifolius e
Cedrela fissilis resultou em alteracbes morfofisiologicas para as condigbes de cultivo
protegido, modulando padrdes de qualidade de interesse para plantas que serdo expedidas a
campo.

Em mudas de Schinus terebinthifolius a dose de 300 mg L™ resultou em maior

equilibrio entre parte aérea e sistema radicular a fim de tornar a planta mais estavel e
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preparada para as condi¢des que serdo submetidas posteriormente. A altura, massa de matéria
seca da parte aérea e raiz e area foliar reduziram, o didmetro e o teor de lignina, no entanto,
aumentaram em funcéo da evolucgéo das doses do &cido salicilico.

No caso da pesquisa, as doses de 300 mg L™ é a mais recomendada para a aroeira por
essa espécie ser mais rustica e menos suscetivel a variagdes externas e ter gerado
modificacbes morfofisioldgicas que favoreceram o desenvolvimento e crescimento das
mudas.

A espécie Cedrela fissilis € mais sensivel as variacbes do meio e, por isso, doses
mais elevadas intensificaram o efeito do estresse. As caracteristicas altura e massa de matéria
seca da parte aérea reduziram com o acréscimo das doses do &cido salicilico.

Ademais, fisiologicamente, a dose de 300 mg L™ do 4cido aumentou os contetidos de
compostos fenolicos, perda de eletrolitos e lignina e por isso ndo seria recomendada, pois
pode gerar desiquilibrio no conteddo celular. Apesar disso, essas caracteristicas
incrementadas sdo resultantes do mecanismo de sinalizacdo das plantas, assim doses maiores
intensificaram o estresse nas plantas e estas responderam aumentando o conteldo dos
compostos secundarios.

Em contrapartida, a massa de matéria seca da raiz aumentou na dose de 300 mg L™,
demonstrando que sob determinadas condigdes de estresse as plantas redirecionam a energia
que seria investida na parte aérea para o sistema radicular.

Em relacdo a fisiologia das plantas, a dose de 300 mg L™ do &cido salicilico causou
estresse em Cedrela fissilis e por isso ndo seria recomendada, no entanto, a dose de 100 mg L
! modificou caracteristicas fisiolégicas e morfolégicas de interesse e neste caso seria a dose
mais indicada, demonstrando que em espécies mais sensiveis, doses menores sao suficientes

para alterar parametros de qualidade.
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3 CAPITULO II- EFICIENCIA FOTOSSINTETICA EM MUDAS DE Schinus
terebinthifolius RADDI. E Cedrela fissilis VELL. APOS A APLICACAO DE ACIDO
SALICILICO

3.1 RESUMO

A Schinus terebinthifolius R. € uma arvore nativa, ndo endémica do Brasil pertencente a
familia das Anacardiaceae. Cedrela fissilis V. € uma arvore nativa, que pode atingir de 20 a
35 m de altura e tronco de 60 a 90 cm de diametro e é muito utilizada para programas de
reflorestamento. Naturalmente as plantas apresentam em sua constituicdo defesas
constitutivas e induzidas, que se manifestam em resposta aos estresses, alguns desses
compostos, conhecidos como hormdnios vegetais irdo funcionar como sinalizadores, afetando
o0 desenvolvimento e crescimento dos vegetais. Pesquisas recentes tém dado grande
importancia para aplicacdo enddgena de acido salicilico, a fim de atuar no desenvolvimento,
crescimento e estabelecimento das mudas a campo, além de promover maior resisténcia a
possiveis estresses que estas possam ser expostas. Assim, esta pesquisa objetivou quantificar a
eficiéncia fotossintética de mudas de Cedrela fissilis e Schinus terebinthifolius apds a
aplicacdo de 4&cido salicilico durante oito semanas. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado, composto de quatro tratamentos, com cinco repeti¢des de 20 mudas
cada. Os tratamentos foram constituidos de doses crescentes da solucéo de acido salicilico: 0,
100, 200, 300 mg L™ A solucdo foi constituida de &cido salicilico, 4gua deionizada e
adjuvante e aplicada com pulverizador manual, semanalmente por 2 meses. A quantidade
aplicada por repeticdo foi de 200 mL determinada a partir do ponto de escorrimento da
solucdo. Os parametros avaliados ap6s a aplicacdo do &cido consistiram na taxa de
assimilacdo liquida de CO,, transpiracdo foliar, condutancia estomatica e concentracao interna
de CO,, além dos indices eficiéncia de uso da agua, eficiéncia intrinseca do uso da agua e
eficiéncia instantanea de carboxilagdo. Em mudas de Schinus terebinthifolius houve reducéo
dos parametros fotossintéticos e consequentemente melhor aproveitamento de agua a medida
gue aumentaram as doses do regulador de crescimento vegetal. Isso pode ter ocorrido porque
nessa condicdo o indutor gerou uma condicao de estresse e reduziu a atividade fisiologica da
planta, gerando um desbalanco entre as atividades essenciais dos vegetais e por isso a dose
maxima do &cido salicilico ndo é recomendada. Nas mudas de Cedrela fissilis a dose de 200
mg L™ resultou em maior fixacdo de CO, por molécula de 4gua perdida e neste sentido, pode-
se inferir que o aumento nas doses de acido salicilico melhorou a eficiéncia fotossintética,

porém o aproveitamento de agua foi menor. Assim, para ambas as espécies doses mais baixas
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sd80 mais recomendadas, pois deve existir um equilibrio entre a quantidade fixada de CO,, ou
seja, quanto a planta gera de fotoassimilados e a quantidade de agua perdida, para ndo gerar

um potencial negativo no metabolismo vegetal.

Palavras-chave: Eficiéncia fotossintética. Defesa. Nativas.

PHOTOSYNTHETIC EFFICIENCY IN SEEDLINGS OF Schinus terebinthifolius
RADDI. E Cedrela fissilis VELL. AFTER THE APPLICATION OF SALICYLIC ACID

3.2 ABSTRACT

The Schinus terebinthifolius R. is a native tree, not endemic to Brazil belonging to the
Anacardiaceae family. Cedrela fissilis V. is a native tree, which can reach from 20 to 35 m in
height and trunk from 60 to 90 cm in diameter and is widely used for reforestation programs.
Naturally, plants have in their constitution constitutive and induced defenses, which are
manifested in response to the stresses, some of these compounds known as plant hormones
will act as signaling, affecting the development and growth of plants. Recent research has
given great importance to the endogenous application of salicylic acid in order to act in the
development, growth and establishment of the seedlings in the field, besides promoting
greater resistance to possible stresses that can be exposed. The treatments consisted of
increasing doses of the salicylic acid solution: 0, 100, 200, 300 mg L™. The solution was
composed of salicylic acid, deionized water and adjuvant and applied with hand sprayer,
weekly for 2 months. The amount applied per repetition was 200 mL, as determined from the
pour point of the solution. The parameters evaluated after the application of the acid consisted
of the net assimilation rate of CO,, leaf transpiration, stomatal conductance and internal CO,
concentration, in addition to the water use efficiency indexes, intrinsic efficiency of water use
and instantaneous carboxylation efficiency. In seedlings of Schinus terebinthifolius there was
a reduction of the photosynthetic parameters and consequently a better use of water as the
doses of the plant growth regulator were increased. This may have occurred because in this
condition the inducer generated a stress condition and reduced the physiological activity of
the plant, generating an imbalance between the essential activities of the plants and therefore
the maximum dose of salicylic acid is not recommended. In the seedlings of Cedrela fissilis
the dose of 200 mg L™ resulted in greater CO, fixation per molecule of water lost and in this
sense, it can be inferred that the increase in the doses of salicylic acid improved the

photosynthetic efficiency, but the use of water was lower. Thus, for both species lower doses
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are more recommended, since there must be a balance between the fixed amount of CO,, that
IS, as regards the plant generated photoassimilates and the amount of water lost, so as not to
generate a negative potential in plant metabolism.

Keywords: Photosynthetic efficiency. Defense. Native.
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3.3 INTRODUCAO

O uso de espécies nativas agrega grande valor comercial e social ao meio em que
estéo inseridas, neste sentido, torna-se de grande interesse ampliar a producdo de mudas em
grande escala e com melhor qualidade. Assim, estudos voltados ao potencial, usos das
espeécies, estabelecimento, desenvolvimento, praticas e manejos no viveiro e no campo devem
ser desenvolvidos (LUCA; REBECCHI; SCHORN, 2010; GONCALVES et al., 2012).

A Schinus terebinthifolius Raddi. é uma arvore nativa, ndo endémica do Brasil
pertencente a familia das Anacardiaceae. Dentre as caracteristicas da espécie, apresenta
pioneirismo, rusticidade e grande plasticidade fenotipica, e por isso possui grande potencial
de utilizacdo em programas de reflorestamentos ambientais e recuperacao de areas degradadas
(OLIVEIRA; ARAUJO, 2007; CARVALHO et al., 2013).

A aroeira é empregada para forragem de abelhas e de cabras, como matéria prima para
a confeccdo de cercas e como planta ornamental, além do uso cosmético, alimenticio e na
restauracdo de habitats (SOUZA et al., 2014; CARVALHO et al., 2015; NICKERSON;
FLORY, 2015).

Além disso, ha relatos que a planta também possui efeito larvicida, inseticida,
antidepressivo, hepatoprotetor e fotoprotetor (KWEKA et al., 2011; SARTORELLI et al.,
2012; ABDOU; SALEH; KHALIL, 2015; BULLA et al., 2015; PICCINELLI et al., 2015).

A espécie Cedrela fissilis Vellozo é uma arvore nativa, que pode atingir de 20 a 35 m
de altura e diametro entre 60 a 90 cm, além do mais € muito utilizada para programas de
reflorestamento. A espécie é descrita como caducifdlia e ocorre, geralmente, em solos Umidos
e profundos, de textura argilosa a areno-argilosos e bem drenados (CAIRES et al., 2011).

O cedro é encontrado desde a Amazonia, Cerrado até a Mata Atléantica, ocorre tanto
em floresta primaria, quanto em floresta secundaria, porém sua ocorréncia € maior entre Rio
Grande do Sul e Minas Gerais (BIERNASKI et al., 2012).

Estudos tem destacado o potencial da espécie para remediacdo de solos
contaminados por metais pesados (SAKURAGUI; STEFANO; CALAZANS, 2013).

Devido a qualidade de sua madeira, o0 cedro vem sendo progressivamente explorado
nos locais de ocorréncia e por esse motivo, por varios anos, foi listado como espécie
ameacada de extingéo, fazendo com que trabalhos fossem desenvolvidos para ajudar em sua
preservacdo (SANTOS et al., 2009).

Naturalmente as plantas apresentam em sua constituicdo defesas constitutivas e

induzidas, que se manifestam em resposta aos mais diversos estresses, resultando em
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alteracOes fisioldgicas, morfoldgicas, bioquimicas, celulares e até moleculares. Alguns desses
compostos, conhecidos como hormonios vegetais irdo funcionar como sinalizadores, afetando
0 desenvolvimento e crescimento dos vegetais (BEZEMER; VAN DAM, 2005; LOPEZ;
CHAUHAN; JOHANSEN, 2008).

Conhecer a dindmica dos reguladores vegetais é de extrema importancia, pois pode
contribuir para o manejo de florestas e qualidade do produto final, pois estes irdo atuar
diretamente na formacdo do lenho e na atenuacdo de estreses de origem bioldgica ou nao
(PEREIRA et al., 2011; ASGHER et al., 2015).

Pesquisas recentes tém dado grande importancia para aplicacdo enddgena de acido
salicilico a fim de atuar no desenvolvimento, crescimento e estabelecimento das mudas a
campo, além de promover maior resisténcia a possiveis estresses que estas possam ser
expostas.

O 4cido salicilico (AS) é um regulador de crescimento enddgeno, considerado uma
molécula de sinalizacdo, pertencente ao grupo de compostos fendlicos. A molécula é
constituida de um grupo hidroxil ligado a um anel aromatico e participa de varios processos
bioldgicos dos vegetais, ativando rotas metabdlicas ligadas a defesa da planta (HAYAT et al.,
2010; KHAN et al., 2010; MIURA; TADA, 2014).

Alguns beneficios podem ser observados quando realizada aplicacdo exdgena de AS,
dentre eles, 0 aumento na germinacdo, no crescimento e desenvolvimento de plantas e
incremento no teor de pigmentos fotossintetizantes (HAYAT et al., 2010; KABIRI;
FARAHDAKHSH; NASIBI, 2012; SHARAFIZAD et al., 2013; KANG; LI; GUO, 2014).

Ademais, estudos recentes tém destacado o potencial do &cido salicilico como um
importante regulador de atividades ligadas a fotossintese, atuando no fotossistema | (PSII),
pigmentos fotossintéticos e atividade de enzimas ligadas ao metabolismo primério e
secundario das plantas, como a rubisco e anidrase (AL-WHAIBI; SIDDIQUI; BASALAH,
2012; NORIEGA et al., 2012; ZHANG et al., 2015).

A concentracdo desses compostos no vegetal pode ser influenciada por diversos
fatores, como condigdes edéaficas, climaticas e desenvolvimento do vegetal, assim, mediante o
exposto, a pesquisa objetivou quantificar a eficiéncia fotossintética de mudas de Cedrela

fissilis e Schinus terebinthifolius apds a aplicacdo de acido salicilico durante 8 semanas.



72

3.4 MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi conduzida na regido oeste do Estado do Parana, latitude de 24° 33’
24’ S, longitude de 54° 05’ 67°” W e altitude de 420 m. De acordo com o IAPAR e segundo a
classificacdo de Koppen, o clima da regido € do tipo Cfa, subtropical, mantendo a média anual
de temperatura entre 22 e 23 °C, com chuvas bem distribuidas durante o ano e verfes quentes
(CAVIGLIONE et al., 2001).

Os valores de umidade relativa e temperatura do ar durante a aplicagdo dos
tratamentos foram obtidos diariamente com o auxilio de um datalogger (Modelo KlimalLogg

Smart) (Figura 1).

45 4 - 100.00
50.00
£0.00
70.00
&0.00
50.00
40.00
30.00
20.00
51 -+ 10.00

Temperatura do ar (°C)
(ng) 12 Op BATE[ERL SpPEpIUS]

[:I TTTTTT T I T I T I T I T T T T P P T T T T rrrrrrrrrrrrrrnri [:I-OU

1 8 16 24 32 40 48 56 64 72 80 88 96 104112120128136
Dias de avaliacdo

—— Temperatura Maxima - Temperatura Minima
———- Temperatura Média — Umidade Relativa Media

Figura 1- Valores de temperatura e média da umidade relativa do ar durante o experimento realizado
com Schinus terebinthifolius e Cedrela fissilis em estufa

Para o ensaio, foram adquiridas 400 mudas de Schinus terebinthifolius e 400 mudas
de Cedrela fissilis, obtidas na Itaipu Binacional e no Instituto Ambiental do Parana (1AP),
respectivamente. As espécies, com trés meses de idade foram propagadas em tubetes de 120
cm®, preenchidas com uma mistura de solo local e himus (NITOSSOLO VERMELHO
Eutroférrico de textura muito argilosa), proporcéo 3:1.

Antes da imposicdo dos tratamentos, as mudas passaram por um periodo de
aclimatacdo em ambiente protegido por aproximadamente 30 dias, entre 0s meses de agosto e
setembro.

Durante esse periodo as mudas foram fertilizadas com 3 mL de solugdo nutritiva, a
fim de fornecer os macros e micronutrientes exigidos na fase de crescimento das mesmas,

como pode ser observado na Tabela 1.
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Tabela 1- Composicao da solugédo nutritiva para adubacdo de mudas

Solucéo nutritiva

KH,PO, MgSO, KNO, Ca (NOs), 4H,0 Micro Completa Fe-EDTA
——————— mL L*
1,0 2,0 5,0 5,0 1,0 1,0

Antes do inicio da aplicacdo dos tratamentos as mudas foram avaliadas quanto a
altura, didmetro e nimero de folhas.

Nas mudas de aroeira, as medias obtidas foram de 14,60 cm de altura, 2,99 mm de
didmetro e numero de folhas de 13,34, enquanto que em plantas de cedro, as mudas
externaram valores médios de 8,09 cm em altura, 2,51 mm em didmetro e 6,62 de folhas. As
médias foram obtidas a partir da avaliacdo de 400 mudas de cada espécie.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, composto de 4
tratamentos, 5 repeticdes com 20 plantas em cada, totalizando 400 mudas por espécie. Os

tratamentos foram constituidos de doses crescentes da solucao de acido salicilico, onde:

e T1:0mg L™ de 4cido salicilico
e T2:100 mg L™ de écido salicilico;
e T3:200 mg L™ de 4cido salicilico;
e T4:300 mg L™ &cido salicilico;

A aplicacdo do regulador foi realizada semanalmente por 2 meses no periodo de 26
de setembro até 14 de novembro. A solucdo foi constituida de acido salicilico, agua
deionizada e adjuvante (Agral®), 30 mL para 100 L de agua. O acido foi aplicado com
pulverizador manual entre as 06h0O0min e 08h00Omin da manhd, devido as condigdes
climaticas mais amenas neste horério.

As quantidades aplicadas por repeticdo (constituida de 20 mudas) foi de 200 mL,
determinado a partir do ponto de escorrimento da solugéo.

Os tratos culturais realizados ao longo do experimento foram: irrigagdo com
microaspersor, em trés turnos diarios de rega de 15 minutos, limpeza da area e dos tubetes e
adubacdo com solucéo nutritiva, semanalmente, esta ultima antes do inicio da aplicacdo do
indutor.

As avaliacGes apoOs a aplicacdo do &cido consistiram no potencial fotossintético,
mensurado através das trocas gasosas, taxa de assimilagé@o liquida de CO; (A), transpiracao
foliar (E), condutancia estomatica (gs) e concentracdo interna de CO,(Ci), em folhas

totalmente expandidas e fotossinteticamente ativas, utilizando-se um analisador portatil de
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fotossintese por radiacdo infravermelha (“Infra Red Gas Analyser—IRGA”, modelo Li-6400
XT, LI-COR).

As medidas foram realizadas em dias sem nebulosidade das 09h0Omin as
11h00min horas, sob luz saturada artificial de 1200 umol m™?s™ e concentracéo de CO, a 380
pmol, sob temperatura constante de 25 °C em sistema fechado.

Com os indices de trocas gasosas foram determinadas a eficiéncia de uso da &gua
(AJE), eficiéncia intrinseca do uso da agua (A/gs) e eficiéncia instantanea de carboxilacéo
(AIC)).

Ao final do ensaio foram determinados os teores de clorofila pelo método de Arnon
(1949), em folhas localizadas no tergo médio dos vegetais (fotossinteticamente ativas) retirou-
se 14,0 cm® de area foliar que foram acondicionadas em tubos Falcon de 15,0 cm?®
previamente revestidos com papel aluminio e preenchidos com 10 mL de acetona a 80%. As
amostras permaneceram incubadas a 25 °C por 48 h.

Ao término do periodo de extracdo, aliquotas de 3 mL foram transferidas para
cubetas de quartzo de 3,0 cm® e tomadas os valores de absorbancia nos comprimentos de 645
e 663 nm. Os resultados para a concentracao de clorofila a, b e totais foram obtidos conforme
as equacdes 1, 2 e 3 expressos em pmol m, considerando o volume do extrator, a &rea foliar

extraida e a massa molar das clorofilas a e b.

Clorofilaa = 12,7 Aggz - 2,69 Agus (1)
Clorofilab = 22,9 Agas - 4,68 Ass3 (2)
Clorofilas totais= Clorofila a + Clorofila b (3)

Os resultados obtidos foram submetidos ao teste Bartlett e Shapiro-Wilk a fim de
testar a homogeneidade e normalidade dos dados, seguido da analise de variancia. Mediante a

significancia dos dados pelo teste F, estes foram desdobrados pelo teste de Dunnett.

3.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A aplicacdo do &cido salicilico pode induzir alteracBes morfologicas, bioquimicas ou
fisioldgicas como o0 aumento no contetdo de pigmentos fotossintéticos em condi¢fes normais
ou estressantes nos vegetais (SINGH; USHA, 2003; KHODARY, 2004).

Resultados distintos foram obtidos em mudas de Schinus terebinthifolius onde os
teores de clorofila a, b e totais ndo apresentaram diferenca ap6s a aplicagdo de &cido
salicilico. As médias obtidas para a clorofila a foram de 106,71; 102,49; 104,08 e 92,20 umol

m. Para clorofila b, as médias variaram entre 36,76 e 41,52 umol m2. O somatdrio dos
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pigmentos resultou nos valores de 145,13; 142,79; 145,60 e 137,53 umol m™ com o aumento
das doses de &cido salicilico.

Para os teores de clorofila a em mudas de Cedrela fissilis os tratamentos 1 e 4 néo
diferiram entre si, porém diferiram dos tratamentos 2 e 3, que apresentaram uma reducdo nos
pigmentos cloroplastidicos. As médias obtidas para as doses crescentes de &cido salicilico
foram de 91,67; 51,22; 49,27 e 73,82 pmol m™ (Figura 2).

Isso pode ter ocorrido porque ao longo da exposicdo das mudas ao acido salicilico
houve queda e amarelecimento das folhas, refletindo na diminuicdo dos pigmentos
fotossintéticos para esses tratamentos (100 e 200 mg L™), entretanto, esses tratamentos no
diferiram entre si (Figura 2).

Na dose de 300 mg L™ a reducdo existente foi menor em relagdo aos demais
concentragdes, este tratamento ndo variou das mudas ndo tratadas com o AS, isso pode ter
ocorrido porque as respostas a aplicacdo exdgena do regulador de crescimento podem variar
de acordo com a dose, época de aplicagdo, fisiologia e idade dos vegetais, além de variar de
acordo com a espécie e tempo de exposi¢édo ao indutor.

Ao se quantificar os teores de clorofila b em mudas de Cedrela fissilis ndo se
observou diferenca significativa (P>0,05) com o aumento nas doses de acido salicilico e as
médias obtidas foram de 24,99; 28,55; 27,59 e 28,16 umol m™.

Em mudas de Cedrela fissilis houve uma diminui¢cdo na concentracdo de clorofilas
totais ocorrido devido a reducdo do numero de folhas das mesmas com a aplicacdo do indutor.
Os tratamentos 1 e 4 foram semelhantes estatisticamente e diferiram dos tratamentos 2 e 3. As
médias foram de 116,66; 73,71; 81,92 e 101,98 pmol m™? para os tratamentos 1, 2, 3 e 4
(Figura 2).

Vérios estudos tém demonstrado a importancia da aplicacdo exdgena do &cido
salicilico em diversas funcBes metabdlicas nas plantas, sejam fisiologicas, ecoldgicas ou
bioquimicas, essas respostas ndo foram totalmente esclarecidas, principalmente porque tanto
as caracteristicas da espécie quanto os fatores climaticos podem influenciar nas respostas ao
uso deste indutor (PAL et al., 2014).
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Figura 2- Teor de clorofila a e teor de clorofilas totais em mudas de Cedrela fissilis apos a aplicacdo
de &cido salicilico
As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Dunnett ao
nivel de 5% de probabilidade

Para o parametro assimilacdo liquida de CO, os resultados ndo demonstraram
diferenca significativa (P>0,05) a medida que as doses de acido salicilico aumentaram para
ambas as espécies e as médias dos tratamentos foram iguais a 5,54 umol m? s em mudas de
Cedrela fissilis e para a Schinus terebinthifolius as médias obtidas variaram entre 4,07 e 4,49
umol m2s™.

Resultados semelhantes foram obtidos por Mazzuchelli, Souza e Pacheco. (2014)
onde a partir das determinaces fotossintéticas em plantas de Eucalyptus urophylla x
Eucalyptus grandis (clone H13) com a aplicacdo de AS e submetidas a regimes de irrigacdo
ndo externaram diferenca significativa (P>0,05) e a média geral foi de 13,74 pmol m? s em
funcdo do aumento nas doses do &cido (0, 100, 200 e 300 mg L™).

Pesquisa desenvolvido por Lima (2017) em mudas de Eucalyptus urophylla vs
Eucalyptus grandis sob estimulos fisicos caulinares resultaram em incremento nas taxas
fotossintéticas e a média obtida para a assimilacio de CO, foi de 14,80 pmol m?s™.

Temperaturas entre 30 e 35 °C podem promover a inibi¢cdo na assimilacdo de CO,
em plantas Cs e prejudicar a ativacdo da Rubisco, inibindo a enzima ligada a converséo da
mesma (Rubisco ativase), acarretando o fechamento estomatico e a reducdo da atividade
fotossintética (OLIVEIRA; FERNANDES; RODRIGUES, 2005).

Isso pode ser justificado porque o oxigénio compete com o CO; pelo mesmo sitio de
ativacdo, gerando um gradiente fotorrespiratdrio, assim, a rubisco, enzima de fixacéo ao invés
de fixar CO, ira fizar o oxigénio, reduzindo a taxa de fixacdo e assimilacdo de carbono e

reduzindo os fotoassimilados gerados pela via da fotossintese.
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A concentracéo interna de CO, (Ci) é um pardmetro importante, pois permite avaliar
diretamente a produtividade das plantas a partir da determinagdo da energia solar interceptada
e a quantidade de CO, em condi¢des edafoclimaticas ndo estressantes, altos teores de CO,
resultardo em altas taxas fotossintéticas (TAIZ; ZEIGER, 2017).

Em mudas de Schinus terebinthifolius a concentracdo interna de CO, ndo externou
diferenca significativa (P>0,05) entre os tratamentos 1, 2 e 3, na dose de 300 mg L™,
entretanto, se observou a menor média, equivalente a 254,46 pmol m? s (Figura 3).

O Ci apresentou reducédo das plantas submetidas ao tratamento controle para a dose
maxima do AS, isso esta relacionado a condutancia estomatica, que também foi menor nesse
tratamento, assim, quanto menor a condutancia, menor o fluxo de gases, &gua e luminosidade
que transitam pelos estbmatos.

Quanto menor as trocas gasosas entre as plantas e a atmosfera menor a assimilacédo
de CO; e menor a converséo de energia luminosa em fotossintatos, fazendo com que a planta
tenha menos reservas e fiquem mais suscetiveis as condi¢fes adversas.

O acido salicilico é requerido em pequenas quantidades para ativar ou inibir rotas no
metabolismo da planta, altas doses do mesmo podem afetar a fotossintese, ajustamento
osmotico e o metabolismo antioxidante, ndo promovendo tolerancia nas plantas, pelo
contrério, desencadeando um elevado nivel de estresse nas mesmas (HAYAT et al., 2010), o
que foi observado na pesquisa, onde a dose de 300 mg L™ intensificou o efeito do estresse,
reduzindo a assimilacéo e fixacdo de CO, e consequentemente a producado de fotossintatos.

Nesse sentido, mudas de Schinus terebinthifolius responderam negativamente a dose
maxima do &cido salicilico, demonstrando que o excesso do estimulo quimico pode prejudicar
as atividades essenciais dos vegetais (Figura 3). A reducdo do valor méaximo obtido na dose
de 100 mg L™ do indutor para a concentracio de 300 mg L™ foi de 15,75% da concentracio
interna de CO..

Em resultados obtidos por Nivedithadevi; Somasundaram; Pannerselvam. (2012)
destacaram que o uso de AS, em concentracdes adequadas podem melhorar os parametros
fotossintéticos, taxa de crescimento e produtividade, entretanto esses valores serdo

dependentes das condigdes intrinsecas e extrinsecas da espécie das espécies.
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Figura 3- Concentragéo interna de CO, (Ci) em mudas de Schinus terebinthifolius apos a aplicagdo de
acido salicilico
As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Dunnett ao
nivel de 5% de probabilidade

Em mudas de Cedrela fissilis a concentracdo interna de CO, ndo apresentou
diferenca significativa (P>0,05) e as médias variaram entre 212,63 a 288,45 umol m?s™.

As respostas da aplicacdo exdgena de AS nem sempre serdo notdrias, pois o efeito é
dependente do estagio de desenvolvimento das plantas, quantidade aplicada do horménio,
concentracdo, modo de aplicacdo, condicdes edaficas e climaticas, além de fatores ligados a
fisiologia e morfologia das mudas (HORVATH; SZALAI; JANDA, 2007).

A taxa de assimilacdo e a concentracdo de CO, sdo varidveis que se correlacionam,
pois, a maior concentracdo de CO, nas folhas é resultado da maior assimilacdo nas plantas,
entretanto, se qualquer estrutura ou atividade fisiologica for prejudicada isso desencadeara
uma serie de problemas (JADOSKI; KLAR; SALVADOR, 2005).

Na pesquisa, por exemplo, a condutividade estomatica foi baixa, isso resultou em
baixa assimilacdo e fixacdo de carbono, menor producdo de energia, cessando atividades
essenciais da planta e consequentemente levando a morte das células e das mudas. Por isso, &
interessante que o &cido salicilico atue nesses processos, conferindo tolerancia aos vegetais
em condigdes estressantes.

Ao se analisar a eficiéncia instantdnea de carboxilagdo em mudas de Schinus
terebinthifolius e Cedrela fissilis ndo se obteve diferenca para as doses de AS e a média dos
tratamentos foi de 0,021 e 0,018, respectivamente.

Altas concentracBes do &cido salicilico podem afetar negativamente a fisiologia das

mudas, promovendo a diminui¢do da fixacdo de carbono como consequéncia da inibicdo da
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Rubisco. A partir disso, as principais atividades das plantas podem ser prejudicadas por conta
da interrupcéo no ciclo de Calvin, principalmente a fotossintese e respiracao dos vegetais.

A EiC depende diretamente da disponibilidade de CO, presente no interior das
folhas, quantidade de radiacdo, temperatura e atividade enzimatica, assim quando esses
fatores sdo afetados a eficiéncia de carboxilacéo € prejudicada, acarretando na paralizagdo de
atividades essenciais para o funcionamento normal do vegetal.

Além do mais, se as quantidades de CO, sdo baixas, ira dificultar a entrada desse
componente nas células, afetando o aporte de carbono e producédo de energia, interrompendo
todo o ciclo vegetativo das plantas (TAIZ; ZEIGER, 2017).

As mudas quando expostas a algumas préaticas em viveiro alteram suas caracteristicas
fisioldgicas, dentre elas, as taxas fotossintéticas, que, de modo geral séo baixas em funcao da
baixa condutancia estomatica quando expostas as condicGes de estresses. Essa pratica pode
alterar a transpiracdo, promovendo a reducdo da mesma e promovendo a regulagcdo osmotica
das células.

Em mudas de Schinus terebinthifolius para o pardmetro condutancia estomatica
houve reducdo a medida que as doses de acido salicilico aumentaram.

Para a dose de 300 mg L™ a média obtida foi de 0,05 pmol m? s, tal fato pode ter
ocorrido porque na dose maxima houve menor fluxo de agua e gases nos estdmatos (Figura
4), isso é consequéncia do conjunto de fatores que estdo atuando, pois com a diminuicdo da
condutividade hd menor aporte e transporte de energia do meio para as células, interrompendo
o fluxo solo-planta e atmosfera.

Essa interacdo é complexa, pois depende das variaveis ambientais, das
caracteristicas das espécies e do indutor de crescimento e assim, dependendo dessas condices
a aplicacdo de fontes hormonais exdgenas podem trazer alguns maleficios ao metabolismo
geral das plantas, como por exemplo, a intensificacdo de sintomas de estresse, culminando na
morte do vegetal.

Melotto et al. (2006) observaram que a dose de 0,4 mM de AS induziu o fechamento

estomatico e reduziu a troca dos gases mediado pelos estbmatos em Arabidopsis thaliana L.
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Figura 4- Condutancia estomatica (gs) em mudas de Schinus terebinthifolius ap6s a aplicagdo de acido
salicilico
As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Dunnett ao
nivel de 5% de probabilidade

Além dessa justificativa, fatores como temperatura e umidade podem ter
condicionado essa resposta na planta, em situacGes de estresse luminoso ou hidrico a muda
pode ter sinalizado para a raiz produzir o acido abscisico e promover o fechamento
estomaético, reduzindo assim, o fluxo de 4gua e CO; na planta.

Como pode ser observado na Figura 1, houve grande oscilacdo de temperatura do ar
e Umidade relativa do ar nos meses em que as mudas estavam em casa de vegetacgdo,
principalmente na fase final, onde se realizou a quantificacdo de trocas gasosas (entre 140 e
160 dias).

A umidade chegou a aproximadamente 91% e a temperatura maxima e minima
variou entre 17,3 a 37,4 °C, podendo justificar as alterac6es fisioldgicas observadas ao longo
das analises realizadas em ambas as espécies.

Segundo Oliveira et al. (2002), como a condutancia estomatica € uma medida
pontual e ird determinar a quantidade de estbmatos que estdo abertos na hora da leitura, se a
planta for exposta a uma situacdo de estresse momentanea a resposta ira apresentar uma
reducdo, concordando com os resultados obtidos na pesquisa.

Em mudas de Cedrela fissilis a condutancia estomatica ndo variou em funcéo da
aplicacéo do 4cido salicilico e a média obtida foi de 0,097 pmol m?s™.

Os vegetais apresentam respostas distintas mesmo quando expostos as mesmas
condicBes, assim, é interessante destacar essas caracteristicas e estudar detalhadamente quais

alteracdes, sejam estas morfoldgicas, fisioldgicas ou bioquimicas ou até mesmo caracteristicas
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do meio que irdo afetar o crescimento e sobrevivéncia das mudas, tanto inicialmente quanto
nas fases seguintes de desenvolvimento.

Estudos tém destacado o potencial de hormonios, como a auxina, citocininas, etileno,
brassinosterdides, jasmonato e, mais recentemente, o acido salicilico na regulacdo estomatica
(SUHITA et al.,, 2004; DESIKAN et al., 2006; HAUBRICK; TORSETHAUGEN;
ASSMANN, 2006; TANAKA et al., 2006; MUNEMASA et al., 2007; MIURA; TADA,
2014).

Em condicBes de estresse, os estbmatos, que sdo poros da epiderme, podem ser
atingidos e assim ativar respostas nas plantas, promovendo o aumento do AS, este por sua
vez, juntamente com outros horménios poderd promover o fechamento estomatico.

Essas respostas podem ser refletidas na geracdo de espécies reativas de oxigénio e
acumulo de calcio e hidroxila, neutralizando o meio e estimulando o fechamento dos poros
das plantas (KWAK et al., 2003; LIU et al., 2003; MELOTTO et al., 2006; KHOKON et al.,
2011).

Inversamente proporcional ao aproveitamento de agua, a transpiracdo foi reduzida
em mudas de Schinus terebinthifolius e as médias foram de 3,15; 3,14; 3,01 e 1,57 pmol m? s°
! com o aumento das doses do AS e a reducéo do tratamento 1 para o 4 foi de 50,16% (Figura
5).

Tanto a assimilacdo de carbono quanto a transpiracdo ocorrem preferencialmente
pela via estomatica. Na Schinus terebinthifolius o aporte de CO, reduziu quando as doses de
acido salicilico aumentaram por conta do fechamento dos estdmatos (menor condutancia
estomatica) e as plantas perderam menos agua na forma de vapor, reduziram a aquisicdo de
fotoassimilados, porém apresentaram melhor aproveitamento de agua.

Marenco et al. (2014) destacaram que o potencial hidrico da folha ndo permanece
constante ao longo do dia, isso ocorre basicamente, porque a transpiracdo da folha é diferente
da taxa de absorgéo pelas raizes, gerando gradiente de potencial eletroquimico, assim, ha um
movimento de agua do sistema radicular para a parte aérea da planta, promovendo o continuo
solo-planta-atmosfera.

Os mesmos autores ainda discutem que o fluxo da seiva ird aumentar durante os
primeiros horarios do dia, como consequéncia da irradiancia e os estdbmatos irdo abrir,

aumentando a condutancia estomatica e aumentando a transpiragéo.
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Figura 5- Transpiragdo (E) em mudas de Schinus terebinthifolius ap6s a aplicacéo de &cido salicilico

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Dunnett ao
nivel de 5% de probabilidade

As plantas quando submetidas ao estimulo, seja quimico ou mecanico, apresentam
baixa eficiéncia fotossintética em funcdo da baixa condutancia estomatica e transpiracao, isso
ocorre porque essas praticas vao restringir o desenvolvimento da parte aérea e com isso
limitar a expansdo foliar e crescimento, além de ativar estratégias para o melhor
aproveitamento de 4agua nos tecidos e o&rgdos vegetais (STAPE; GONCALVES;
GONGCALVES, 2001).

Em contrapartida, as mudas de Cedrela fissilis ndo externaram diferenga significativa
(P>0,05) para a transpiracdo ap0s a aplicacdo de acido salicilico, com médias variando entre
2,28 23,03 umol m?s™.

O valor de EUA em mudas de Schinus terebinthifolius submetidas aos tratamentos 2
(1,74) e 3 (2,75) foram semelhantes estatisticamente ao tratamento controle (2,01) e estes
diferiram do tratamento com dose méxima do regulador (3,34) (Figura 6).

A medida que as doses de é4cido salicilico aumentaram houve melhor aproveitamento
no uso da agua pelas mudas, demonstrando que o AS pode ter favorecido e melhorado as
atividades metabdlicas vinculadas ao uso da agua.

Em condicBes de campo essa caracteristica pode ser muito importante, pois podera
amenizar a transpiracdo das mudas e diminuir a perda de agua, atenuando o choque pos-
plantio (JACOBS; LANDIS, 2009; SILVA et al., 2010).

Para o tratamento com o &cido, na dose de 300 mg L™ se obteve o maior
aproveitamento de agua por conta da menor transpiragdo. Entretanto, na mesma dose se

obteve menor condutancia estomatica, e consequentemente menor fotossintese.
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Em resumo, a eficiéncia fotossintética também diminui e apesar da muda estar
perdendo menos 4&gua, ela também estda produzindo menos fotoassimilados e

consequentemente reduzindo a biomassa da planta.
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Figura 6- Eficiéncia do uso de 4gua (EUA) em mudas de Schinus terebinthifolius apds a aplicacéo de
acido salicilico
As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Dunnett ao
nivel de 5% de probabilidade

O parametro eficiéncia do uso de dgua em mudas de Cedrela fissilis ndo apresentou
diferenga (P>0,05) com a aplicacdo de acido salicilico.

Em situacOes adversas as mudas podem apresentar alteracbes em suas atividades
fotossintéticas, como a condutancia estomatica, transpiracdo e a eficiéncia do uso de agua,
porém isso é dependente dos fatores atrelados a espécie ou ao ambiente (FERRAZ et al.,
2012).

Em pesquisas desenvolvidas por Scalon et al. (2011) em mudas de Guazuma
ulmifolia Lam., a eficiéncia no uso da agua ndo apresentou diferenga significativa (P>0,05)
quando expostas a condicao de estresse hidrico.

Cabe ressaltar que essas variaveis sdo dependentes de fatores internos e externos das
plantas, assim, em determinada condicdo as mesmas irdo externar respostas diferentes.

Em mudas de Schinus terebinthifolius apds a aplicagdo de &cido salicilico, a
eficiéncia intrinseca do uso de &gua resultou em diferencas estatisticas (P>0,05) apenas para 0
tratamento equivalente a dose de 300 mg L™ de AS e a média foi de 84,68 (Figura 7).

A relacgéo entre a fotossintese e transpiracéo indica a eficiéncia instantanea do uso de
agua, demonstrando a quantidade de carbono que a planta fixa a cada molécula de agua

perdida (JAIMEZ et al., 2005).
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Neste sentido, os aumentos observados na EIUA s&o consequéncia da diminuigdo da
taxa de assimilacdo de CO,. Como houve baixa fixacdo de Carbono o aproveitamento de agua
foi melhor, gerando menos perdas por transpiracgéo.

Assim, a medida que houve eficiéncia no uso da agua, houve reducdo na
concentracéo interna de CO; e na assimilacdo do mesmo, demonstrando que a dose pode ndo

ser adequada quando se avalia o conjunto das caracteristicas fisioldgicas.
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Figura 7- Eficiéncia intrinseca do uso de agua (EiUA) em mudas de Schinus terebinthifolius (A) e
Cedrela fissilis (B) ap6s a aplicacdo de acido salicilico

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Dunnett ao
nivel de 5% de probabilidade

A EiUA em mudas de Cedrela fissilis apés a aplicacdo de 300 mg L™ de AS resultou
na menor média, igual a 43,27 que diferiu estatisticamente dos demais tratamentos (Figura 7).
A alta taxa de carbono fixado refletiu na maior perda de agua, na dose maxima de AS.

A EUA e EiUA podem ter grande importancia na determinagdo do manejo, tanto no
viveiro quanto no campo, pois, teoricamente tecidos menos rustificados podem apresentar
menor controle estomatico, e consequentemente maior perda de agua (SANTOS JUNIOR;
GONCALVES; FELDPAUSCH, 2006; SILVA; GONCALVES; FELDPAUSCH, 2008;
FIGUEIREDO et al., 2014).

Os hormonios vegetais sdo requeridos em pequenas quantidades e o excesso pode
gerar inimeros estresses aos vegetais, alterando atividades fisioldgicas, bioquimicas e
morfoldgicas, além de estimular a producéo de metabolitos secundarios.

Além disso, 0s vegetais apresentam em sua constitui¢do, sinalizadores especificos

que podem interromper algumas atividades metabolicas em condi¢des adversas, a fim de
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amenizar 0s gastos energéticos, redirecionando os mesmos para produzir substancias que
atuem na protecdo das plantas.

Assim, os parametros pesquisados sdo muito importantes na hora da escolha das
espécies mais apropriadas para cada finalidade e ambiente, pois sdo importantes indicadores

do desenvolvimento das plantas em condicdes especificas.

3.6 CONCLUSAO

Para as mudas de Schinus terebinthifolius a aplicacdo do acido salicilico durante oito
semanas resultou em reducdo na concentragdo interna de CO, conduténcia estomatica e
transpiracdo, porém aumentou a eficiéncia do uso de &gua e a eficiéncia intrinseca do uso de
agua, demonstrando que as doses utilizadas na pesquisa favoreceram o aproveitamento da
agua, porém reduziram a assimilacdo e producdo de CO, e consequentemente o aporte de
fotoassimilados.

No caso da pesquisa, a dose maxima do regulador vegetal induziu estresse em
plantas e por isso houve reducdo dos parametros fotossintéticos, assim, para essa espécie a
dose de 300 mg L™ ndo é recomendada.

Em mudas de Cedrela fissilis houve reducéo na eficiéncia intrinseca do uso de agua e
a dose de 200 mg L™ refletiu na maior perda de 4gua e maior fixacdo de carbono. Os teores de
clorofila a e totais reduziram na propor¢do que se aumentaram as doses de AS, porém a dose
de 300 mg L™ n&o diferiu do tratamento sem a aplicacéo do &cido.

Diferente do obtido na espécie anterior, a dose de 200 mg L™ resultou em maior
fixacdo de CO, por molécula de dgua perdida e neste sentido, pode-se inferir que 0 aumento
nas doses de acido salicilico melhorou a eficiéncia fotossintética do cedro, porém o
aproveitamento de agua foi menor.

Para ambas as espécies as doses mais baixas sdo recomendadas, pois quando se
quantifica os fatores fisiologicos busca-se um equilibrio entre o que € perdido e gerado de
compostos organicos e agua em funcdo do metabolismo dos vegetais, pois, cada espécie
apresenta demandas e estratégias especificas em relagdo as atividades que realiza ao longo do

seu ciclo de crescimento e desenvolvimento.
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4 CAPITULO I1I- METABOLISMO DO CARBONO E NITROGENIO EM Schinus
terebinthifolius RADDI. E Cedrela fissilis VELL. APOS APLICACAO DE ACIDO
SALICILICO PARA INDUCAO DE TOLERANCIA EM MUDAS SUBMETIDAS AO
ESTRESSE HIDRICO

4.1 RESUMO

A planta quando exposta a condigdes estressantes, estimula a producdo de metabolitos
secundarios e a aplicacdo exogena de indutores pode facilitar e acelerar algumas respostas
bioldgicas que promovem alteracdes das mudas, tornando-as aptas para o plantio a campo,
além disso, em funcdo do estresse hidrico rotas metabolicas séo ativadas para melhorar o
equilibrio e manter o continuo solo-planta-atmosfera. Neste sentido, é de fundamental
importancia conhecer os efeitos e consequéncias do uso dos horménios vegetais para definir
critérios para aplicacdo, aléem das quantidades a fim de mensurar o limite entre a dose que
pode beneficiar ou prejudicar o desenvolvimento normal das plantas, com o intuito de ativar a
tolerancia as condicBes adversas do meio. Assim, o objetivo da pesquisa foi avaliar o
metabolismo do nitrogénio e carbono em Schinus terebinthifolius raddi. e Cedrela fissilis vell.
apos a aplicacdo de acido salicilico em mudas submetidas a deficiéncia hidrica. O
delineamento experimental foi arranjado em parcelas subdivididas constituido de 4 doses de
4cido salicilico (0, 100, 200 e 300 mg L™), 4 tempos de estresse (0, 4, 8 e 12 dias) e 3
repeticdes. Dentre as avaliacOes realizadas constaram os teores de nitrato e aménio livre,
aminoéacidos sollveis totais, proteinas, prolina, glicina-betaina, amido, carboidratos sollveis
totais, sacarose, conteudo relativo de agua e teores de pigmentos clorofilianos. O metabolismo
do nitrogénio e carbono foram alterados em funcdo dos dias de estresse e aplicacdo de acido
salicilico, além disso, observa-se que o CRA foi o maior influenciador da variacdo existente
nos solutos compativeis, baseado no fato de que, em funcéo do desiquilibrio hidrico a planta
ajusta osmoticamente o conteddo celular. Quanto ao uso de &cido salicilico em Schinus
terebinthifolius até a dose de 200 mg L™ houve aumento no contetido relativo de agua e a
média obtida foi de 83,49%. Em mudas de Cedrela fissilis 0 maior valor obtido para 0 CRA
foi em plantas irrigadas normalmente e sem aplicacdo do 4cido (76,16%) e a menor média foi
observada aos 12 dias de suspens&o hidrica na dose de 300 mg L™ (34,12%), demonstrando
que, para essa espécie doses maximas intensificaram o efeito do estresse, reduzindo
drasticamente o conteldo de agua. Ao se avaliar o efeito das doses de &acido salicilico em
funcdo dos dias de estresse, nota-se reducdo do CRA nas plantas para todas as doses,

inevitavelmente esses teores irdo reduzir, porém ¢ interessante que praticas sejam
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desenvolvidas a fim de amenizar o choque resultante da falta de agua, desequilibrando o
minimo possivel 0s vegetais e mantendo o méximo de tempo possivel as plantas realizando

suas atividades principais e armazenando energia para utilizar posteriormente.

Palavras chave: Amonio livre. Drasticamente. Nitrato. Plantas jovens.

METABOLISM OF CARBON AND NITROGEN IN Schinus terebinthifolius raddi. E
Cedrela fissilis Vell. AFTER THE APPLICATION OF SALICYLIC ACID FOR
INDUCTION OF TOLERANCE IN SEEDLINGS SUBMITTED TO WATER STRESS

4.2 ABSTRACT

The plant, when exposed to stressful conditions, stimulates the production of secondary
metabolites and the exogenous application of inducers can facilitate and accelerate some
biological responses that promote changes in the seedlings, making them suitable for planting
in the field, and also, depending on the stress Hydric metabolic routes are activated to
improve balance and maintain the continuous soil-plant-atmosphere. In this sense, it is of
fundamental importance to know the effects and consequences of the use of plant hormones to
define criteria for application, in addition to the quantities in order to measure the limit
between the dose that can benefit or hinder the normal development of the plants, in order to
tolerance to adverse environmental conditions. Thus, the objective of the research was to
evaluate the nitrogen and carbon metabolism in Schinus terebinthifolius Raddi. and Cedrela
fissilis Vell. after the application of salicylic acid in seedlings submitted to water deficiency.
The experimental design was arranged in subdivided plots consisting of 4 doses of salicylic
acid (0, 100, 200 e 300 mg L™), 4 times of stress (0, 4, 8 e 12 days) and 3 replicates. The
evaluations were the contents of nitrate and free ammonium content, total soluble amino
acids, proteins, proline, glycine betaine, starch, total soluble carbohydrates, sucrose, relative
water content and chlorophyll pigment content. Nitrogen and carbon metabolism were altered
as a function of days of stress and salicylic acid application, in addition, it was observed that
CRA was the major influent of the variation in compatible solutes, based on the fact that, due
to the imbalance the osmotically adjusts the cellular content. As for the use of salicylic acid in
Schinus terebinthifolius up to 200 mg L™, there was an increase in the relative water content
and the average obtained was 83.49%. In Cedrela fissilis seedlings the highest value obtained
for CRA was in plants irrigated normally and without application of the acid (76.16%) and the
lowest average was observed at 12 days of water suspension at the dose of 300 mg L™ (34 ,
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12%), demonstrating that for this species maximum doses intensified the effect of stress,
drastically reducing the water content. When evaluating the effect of doses of salicylic acid as
a function of stress days, there is a reduction of CRA in plants for all doses, inevitably these
levels will reduce, but it is interesting that practices are developed in order to reduce the
resulting shock of the lack of water, unbalancing the plants as little as possible and keeping
plants as long as possible performing their main activities and storing energy for later use.

Key-words: Ammonium free. Drastically. Nitrate. Young plants.
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4.3 INTRODUCAO

A utilizacdo de espécies florestais nativas vem aumentando muito nos ultimos anos,
principalmente para os fins de geracdo de energia e recuperacdo de areas degradadas, com o
aumento da demanda por esses produtos cresce a necessidade da producdo de mudas de
qualidade e em grande quantidade, e por isso, estudos recentes tem destacado o potencial de
espeécies nativas (ELOY et al., 2013).

A Schinus terebinthifolius € uma espécie nativa, conhecida como aroeira-vermelha, é
classificada como pioneira e rustica, pertencente a familia Anacardiaceae, que apresenta
ampla distribuicdo geogréfica e plasticidade ecologica, ocorrendo desde o Nordeste até o sul
do pais, porém é mais frequente na faixa do Rio Grande do Sul e Pernambuco (GILBERT;
FAVORETO, 2011; CARVALHO et al., 2013).

A espécie é classificada como espécie perenifdlia, helidfila e xerdfita, o que a torna
bioindicadora de ambientes naturais ou antropizados. Ocorre nos estagios de capoeira e
floresta secundéaria. E uma espécie apta para recomposicio florestal e favorece a sucessio
ecologica (SOUZA et al., 2009).

A aroeira pode ser utilizada para construcdo de moveis, fabricacdo de carvao e como
lenha, além de ser utilizada em projetos paisagisticos. O 6leo essencial presente nos frutos e
folhas é muito utilizado na industria culinaria como: temperos, vinagre e pimenta assim como
utilizados em xaropes, bebidas e na fabricacdo de perfumes (KHALED et al., 2009).

A espécie Cedrela fissilis Vell. pertencente a familia Meliaceae, conhecida
popularmente como cedro ou cedro rosa, € uma espécie com ampla distribuicdo pelo pais,
porém mais frequente na faixa entre Rio Grande do Sul e Minas Gerais (JARENKOW;
BUDKE, 2009).

O cedro é encontrado, principalmente, nas florestas semideciduais e pluvial atlantica,
porém pode se desenvolver em areas nos estadios iniciais e médio de regeneracdo, atingindo
grande porte em estadios avancados da sucesséo. Essa classe de vegetais € considerada como
estruturante do dossel, podendo atingir mais de 20 metros de altura (SAKURAGUI,
STEFANO; CALAZANS, 2013).

O cedro é largamente empregado em projetos paisagisticos e sua madeira tem
multiplos usos, sendo considerada uma espécie fundamental na composicdo de
reflorestamentos heterogéneos de areas degradadas para fins de conservagdo, além disso, pode
ser usado na fitorremediacéo de solos (LELES et al., 2006; CAIRES et al., 2011).
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Os fatores que mais limitam a producéo florestal sdo os estresses abioticos e diversos
estudos vém sendo desenvolvidos para determinar a causa e o efeito proveniente dessa
condicdo (KUMAR et al, 2011; FARIDUDDIN et al., 2013; FILIPPOU et al., 2014). Esses
fatores climaticos podem alterar e condicionar o desenvolvimento das mudas, como a
temperatura, radiacdo solar, deficiéncia nutricional e a disponibilidade hidrica.

Desta maneira, praticas rotineiras podem ser incluidas ao manejo realizado nos
viveiros a fim de melhorar o desenvolvimento e crescimento das mudas, alterando as
caracteristicas relacionadas a qualidade das mudas e ativando defesas constitutivas ou
induzidas para proteger os vegetais (LOPEZ et al., 2008; TAIZ; ZEIGER, 2017).

A &4gua pode ser considerada um dos fatores ambientais mais limitantes ao
estabelecimento e desenvolvimento das mudas, pois afeta as relagfes hidricas e fotossintese,
alterando o metabolismo das plantas, causando perdas na producdo e modificando o continuo
solo-planta-atmosfera (RODRIGUES et al., 2011; TONELLO; TEIXEIRA FILHO, 2012;
CUNHA et al., 2013).

Dependendo da intensidade e velocidade em que o estresse hidrico é imposto a planta
pode responder de trés formas, primeiramente tolerando a condic¢do, ou seja, continuando suas
atividades mesmo na condic¢do adversa, porém de forma mais lenta, segundo, se adaptando a
condicdo e assim modificando caracteristicas genéticas que poderdo ser passadas para 0S
descendentes ou escapando da seca, porém essa estratégia € mais comum em plantas de alta
plasticidade fenotipica (TAIZ; ZEIGER, 2017).

Situacbes que exponham as plantas a estresses variados tém vantagens e
desvantagens, pois, a medida que pode dificultar algumas atividades metabdlicas, pode
aumentar a tolerancia das mudas e consequentemente aclimata-las.

A planta quando exposta a alguma condicdo adversa, estimula a producdo de
metabdlitos secundarios e a aplicacdo exdgena de indutores pode facilitar e acelerar algumas
respostas biologicas que promovem alteracGes das mudas, tornando-as aptas para o plantio a
campo (GONCALVES et al., 2014).

Assim conhecer os efeitos e consequéncias do uso dos horménios vegetais € muito
importante, primeiramente para definir critérios para aplicacdo, além das quantidades a fim de
mensurar o limite entre a dose que pode beneficiar ou prejudicar o desenvolvimento normal
das plantas, com o intuito de ativar a tolerancia as condi¢6es adversas do meio.

O é&cido salicilico € um hormonio vegetal que desempenha vérias funcbes nas
plantas, dentre elas, regulacdo da germinagdo, crescimento, desenvolvimento,

amadurecimento, abscisdo foliar, transpiracdo e interferéncia na absorcdo de agua e solutos
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pelas raizes (RIVAS-SAN; PLASENCIA, 2011; HARA et al, 2012; KABIRI;
FARAHDAKHSH; NASIBI, 2012; SHARAFIZAD et al., 2013).

Além disso, essa molécula é considerada muito promissora, pois surge como uma
alternativa para induzir tolerancia nas plantas, por estar relacionada a ativacdo de enzimas e
proteinas ligadas a protecéo e sinalizacdo dos vegetais (SANCHEZ et al., 2010; KANG; LI;
GUO, 2014).

O acido salicilico é pertencente ao grupo dos compostos fendlicos, sintetizado a
partir da via fenilpropandide, onde a L-fenilalanina, por acdo da enzima fenilalanina aménia-
liase (PAL) origina o &cido trans-cindmico. A conversdo desse acido a acido benzoico pode
envolver a B-oxidacdo, sintetizando substincias intermediarias antes de formar o &cido
benzoico (COLLI, 2008).

O mesmo autor discute que o acido benzdico, através da enzima acido-benzoico-2-
hidroxilase, € convertido em &cido salicilico, que pode ser conjugado a glicose pela acdo da
enzima salicilato glucosil transferase, formando o acido f-O-D glucosilsalicilico (GSA).

Hayat et al. (2010) provou o beneficio da aplicacdo de menores concentracdes de AS,
promovendo alteracbes na fisiologia e morfologia das plantas em condicBes de estresse
hidrico.

Entre os mecanismos de protecdo pode-se citar o ajuste osmético, que é ativado em
resposta as condicBes estressantes e constitui-se de uma resposta fisiolégico para manter a
turgescéncia celular, por curtos periodos de tempo (MARIJUAN; BOSCH, 2013).

Esse mecanismo é ativado pelo acimulo de solutos no vacuolo ou citosol, dentre
estes, aminoacido, carboidratos, prolina, glicina betaina, trealose, sacarose, poliaminas,
manitol, pinitol e outros, contribuindo para a manutencdo e equilibrio hidrico a fim de
preservar a integridade das substancias que atuam no metabolismo priméario dos vegetais e
membranas celulares (ASHRAF et al., 2011; MARIJUAN; BOSCH, 2013).

Estudos vém sendo desenvolvidos a fim de quantificar as alteracdes provenientes da
aplicacdo do acido salicilico em mudas submetidas ao estresse hidrico, avaliando quais
caracteristicas podem ser modificadas, aléem de determinar quais mecanismos de acdo estdo
ligados ao metabolismo primério e secundario dos vegetais.

Assim, conforme foi exposto, a pesquisa objetivou avaliar o metabolismo do
nitrogénio e carbono em Schinus terebinthifolius Raddi. e Cedrela fissilis Vell. apés a

aplicacdo de acido salicilico em mudas submetidas a deficiéncia hidrica.
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4.4 MATERIAL E METODOS
4.4.1 Conducdo do Experimento

A pesquisa foi conduzida na regido oeste do Estado do Parand, latitude de 24° 33’
24°’ S, longitude de 54° 05’ 67°” W e altitude de 420 m. De acordo com o IAPAR e segundo a
classificacdo de Koppen, o clima da regido é do tipo Cfa, subtropical, mantendo a média anual
de temperatura entre 22 e 23 °C, com chuvas bem distribuidas durante o ano e verfes quentes
(CAVIGLIONE et al., 2001).

Os valores de umidade relativa e temperatura durante o periodo de estresse das
mudas foram obtidos diariamente com o auxilio de um datalogger (Modelo KlimalLogg
Smart).

Apbs a aplicacdo do acido salicilico, 48 mudas de cada espécie foram selecionadas,
respeitando o delineamento imposto nos capitulos anteriores, ou seja, 12 mudas de cada
tratamento (doses do acido salicilico) foram impostas em condic¢des de suspensdo hidrica para
testar a capacidade do &cido salicilico em induzir resisténcia nas plantas sob estresse abiotico,
que consistiu da segunda fase do experimento.

As mudas com 7 meses de idade e, anteriormente em tubetes foram transplantadas
para vasos de 5 litros, preenchidos com uma mistura de solo local (LATOSSOLO
VERMELHO Eutroférrico de textura muito argilosa) e himus na proporcéo de 3:1.

Antes do inicio da imposicdo dos tratamentos as mudas foram avaliadas e 0s
parametros morfométricos determinados, dentre eles, incremento em altura, didmetro e
namero de folhas.

Para a aroeira, as médias obtidas foram de 24,79 cm de altura, 4,72 mm de didmetro
e numero de folhas de 15,65, para o cedro, a altura média foi de 8,70 cm, diametro de 5,37
mm e numero de folhas de 6,52 anotados de 48 mudas de cada espécie.

Os tratos culturais realizados ao longo do experimento consistiram da irrigacao,
realizada manualmente, duas vezes ao dia, apenas em plantas controle (irrigadas normalmente

ao longo do experimento- E1) e limpeza dos vasos.

4.4.2 Delineamento Experimental

Para o ensaio, 48 mudas de cada espécie, Schinus terebinthifolius e Cedrela fissilis,
apos a aplicacédo do acido salicilico foram submetidas a suspensédo hidrica por um periodo de
0, 4, 8 e 12 dias. As plantas controle (0 dias) foram irrigadas diariamente até o termino do

periodo de suspensdo hidrica, aos 12 dias. Os demais tratamentos foram retirados dos vasos a
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cada 4 dias, quando foi finalizado o periodo do estresse, pois as anélises foram destrutivas e
realizadas com todas as repeticoes.

O delineamento experimental foi arranjado em parcelas subdivididas constituido de 4
doses de 4cido salicilico (T1- 0 mg L™ T2- 100 mg L™ T3- 200 mg L™; T4- 300 mg L), 4
tempos de estresse (E1-0 dias; E2- 4 dias de suspensdo hidrica; E3- 8 dias de suspensdo
hidrica; E4- 12 dias de suspensdo hidrica) e 3 repeti¢cdes, como pode ser visualizado na Figura
1.

TIEIRS | T3E4R2 | ToEiR1 | T4R4R3 | TiEsm1 | T3ESR1| T4E2R3| TIEZRS

TIE4R3 | T3EIR1| TIE2R1 | T3E4R3 | T2EIR2 | T4EIR3 | T2E4R2 | T3EIR3

T3EIR2 | T3p3R3 | T4E2R2 | T4E3R3 | TIEIR1 | T4E3RI | T2E2R1 | T4E3R2

T4E7R1 | TIE3R3 | T3E4R1 | TIE4R3 | T4EIRD | T3E2R2 | TIE3R1 | TIEIR2

TIEXR2 | T4EIRZ| T2E1R3 | T3ESR2 | T2E4R1 | T4E4R2 | T2E3R1 TIEIR3

TJE2R2 T3E2R1| TIE3R2 | T2E3R3| T4E4R1 | TiEIR2 | T3E3ES | EIT4R2

Figura 1- Croqui da éarea experimental de Schinus terebinthifolius e Cedrela fissilis em ambiente
protegido

4.4.3 Analises

As analises bioquimicas foram realizadas no Laboratério de Estudo da
Biodiversidade em Plantas Superiores (EBPS), localizado na Universidade Federal Rural da
Amazonia (UFRA), Belém, Para.

As avaliagdes realizadas consistiram na determinacdo do contedo relativo de &gua
(CRA) (SLAVICK, 1979), pigmentos fotossintetizantes (ARNON, 1949), amido (HODGE;
HOFREITER, 1962), carboidratos soltveis totais (DUBOIS et al.,1956), sacarose (VAN
HANDEL et al., 1968), proteinas soluveis totais (BRADFORD, 1976), aminoacidos soluveis
totais (AAST) (PEOPLES et al., 1989) e prolina (BATES; WALDREN; TEARE, 1973);
glicina-betaina (GRIEVE; GRATTAN, 1983), nitrato e aménio livre (WEATHERBURN et
al., 1967).
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4.4.3.1 Conteldo Relativo de Agua (CRA)

Para determinacdo do contetdo relativo de agua (CRA), retirou-se 30 discos foliares,
de aproximadamente 10 mm de diametro de cada planta e realizou a pesagem em balanca
analitica para determinacdo da massa fresca 1 (MF1).

Logo apos o procedimento, os discos foram transferidos para placa de petri, contendo
35 mL de agua destilada e mantidos a 25 °C por 6 horas. Apos esse periodo os discos foram
retirados e colocados em papel toalha e se realizou a pesagem para a determinacdo da massa
fresca (MF2).

O mesmo material foi colocado em sacos de papel kraft e levado a estufa a 75 °C por
48 horas para a determinacdo da massa seca dos discos (MS). Para determinacdo do CRA 0s
valores obtidos foram substituidos na formula abaixo, relacdo descrita por Irigoyen et al.
(1992) e expresso em porcentagem. A analise foi realizada entre as 04h0O0Omin e 06h00min da
manha a fim de aproveitar o periodo onde as plantas apresentam maior turgescéncia celular.
CRA (%) = MF;—MS/(MF,—-MS) x100 (1)

4.4.3.2 Pigmentos Fotossintetizantes

Ao final dos dias de cada estresse, amostras foliares de 14,0 cm® foram
acondicionadas em tubos Falcon de 15,0 cm® previamente revestidos com papel aluminio e
preenchidos com 10 mL de acetona a 80%. As amostras permaneceram incubadas a 25 °C por
48 h. Para essa analise a metodologia foi adaptada, suprimindo as fases de trituracdo e
centrifigucéo.

Ao término do periodo de extracdo, aliquotas de 3 mL foram transferidas para
cubetas de quartzo de 3,0 cm® e tomadas os valores de absorbancia nos comprimentos de 645
e 663 nm.

Os resultados para a concentragéo de clorofila a, clorofila b e clorofilas totais foram
obtidos conforme as Equacdes 2, 3 e 4 e os resultados expressos em pmol m™, considerando o
volume do extrator, a area foliar extraida e a massa molar das clorofilas a e b.

Clorofilaa =12,7 Agss - 2,69 Agss (2)
Clorofilab =22,9 Apus - 4,68 Agea (3)
Clorofila a + b = Clorofila a + Clorofila b 4)
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4.4.3.3 Amido

Para a extragdo, 20 mg de matéria seca foram colocadas em tubos de ensaio e
adicionado 2,5 mL de etanol (C,HgO) 80%. As amostras foram levadas a banho-maria durante
lhea 75 °C, com agitacGes a cada 15 minutos.

O material foi centrifugado e o sobrenadante coletado. Todo este processo foi
realizado duas vezes, reunindo assim um extrato total com volume a ser completado para 10
mL com etanol 80%.

O precipitado resultante da obtencdo do extrato foi utilizado para determinar os
teores de amido. Assim, adicionou-se ao precipitado 2 mL de acido perclérico (HCIO,), 30%.

Seguindo os procedimentos, se realizou a agitacdo por 20 minutos e adi¢do de 1,65
mL de H,O deionizada em cada tubo. O extrato foi centrifugado e o sobrenadante coletado.
Todo o processo de extracdo foi realizado mais duas vezes, reunindo o extrato total e
completando até 25 mL com H,O deionizada em baldo volumétrico.

Em seguida foi adicionado aos tubos de ensaio 0,5 mL do extrato e 2,5 mL de
antrona, tampando os tubos e aquecendo a 95 °C por 10 minutos, seguindo do resfriamento
em banho de gelo.

As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro a 620nm, tendo como branco 0,5
mL de &cido perclérico a 6,9% (v/v) (em substituicdo ao extrato), e 2,5 mL de antrona a
0,14%.

Os teores de amido foram quantificados seguindo a formula a seguir:
Y=0,0201X (R?=0,9911) (5)

Onde:
X=ng de glicose
Y= Abs a 490 nm

4.4.3.4 Carboidratos SollUveis Totais

Para a determinagdo das concentragcdes de carboidratos 20 mg das amostras secas e
moidas de folhas e raizes foram alocados em tubos de ensaio e adicionado 2,5 mL de etanol
(C2H60), 80%.

As amostras foram levadas a banho-maria durante 1h, a 75 °C, com agitagdes a cada
15 minutos. O material foi centrifugado e o sobrenadante coletado. Todo este processo foi
realizado duas vezes, reunindo assim o extrato total com volume a ser completado para 10 mL

com etanol 80%.
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Adicionou-se aos tubos de ensaio 200 pL do extrato, 200uL de fenol 5% e 1,0 mL de
acido sulfurico concentrado. O material foi agitado nos tubos e em seguida repouso em
bandeja contendo agua a temperatura ambiente (25 °C) por 10 a 20 minutos. As leituras foram
realizadas em espectrofotdbmetro a 490 nm.

Para a determinacdo de carboidratos solUveis totais utilizou-se a formula abaixo.
Y=0,0201X (R? = 0,9923) (6)

Onde:
X= pg de glicose
Y= Abs a 490 nm

4.4.3.5 Sacarose

Amostras de 50 mg de massa seca de parte aerea e raiz foram homogeneizadas em
1,5 mL de solucdo de MCW (metanol: cloroférmio: agua 12:5:3 v/v/v) durante 30 minutos em
tubos de eppendorf de 2,0 mL.

A solucéo foi centrifugada a 10.000 rpm por 10 minutos, coletado o sobrenadante e o
residuo extraido novamente com igual volume de MCW, seguido de nova centrifugacdo e
coleta do sobrenadante reunidos para obtencdo do extrato total.

A cada 2,0 mL do sobrenadante se adicionou 0,5 mL de cloroférmio e 750 pL de
agua deionizada, seguindo-se agitacdo e centrifugacdo a 2000 rpm, por 10 minutos para a
separacdo da fase aquosa.

Em seguida, com a pipeta de Pasteur foi retirada a fracdo aquosa metandlica
(superior) que foi transferida para tubos de ensaio. Os tubos com a fracdo aquosa metandlica
foram levados a banho-maria, com 35 °C por volta de 30 minutos a 1h, para evaporacdo do
cloroférmio residual e entdo se determinou o volume restante.

Da fase aquosa metanodlica obtida anteriormente foram tomadas aliquotas para as
dosagens de sacarose segundo Van Handel, com algumas modificaces:

A cada aliquota de 100 uL da fase aquosa adequadamente diluida adicionou-se 100
uL de KOH 30%. Seguindo a agitagdo, a mistura foi aquecida a 100 °C por 10 minutos e,
apos resfriamento, adicionou-se 3,0 mL de solugdo de antrona 0,2 % em acido sulfdrico. A
mistura foi agitada e aquecida a 40 °C por 20 minutos e apds resfriamento, agitou-se as
amostras por 10 segundos e as leituras foram realizadas em espectrofotémetro a 620 nm.

Para determinar os teores de sacarose utilizou-se a formula abaixo:

Y=0,0081X — 0,008 (R* = 0,9984) (7
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Onde:

X= g de sacarose
Y= Abs a 620 nm

4.4.3.6 Nitrato (NO3)

Para determinacéo da atividade do nitrato, 2 mg de matéria seca de raiz e folha foram
misturadas em eppendorfs de 2 mL e acrescidos 2 mL de dgua destilada. Os microtubos foram
levados ao agitador a fim de promover a homogeneizacgdo das amostras.

Apo6s a mistura as amostras foram levadas a banho-maria por 30 minutos, a 100 °C.
Os tubos foram levados a centrifuga (2500 rpm por 5 minutos) e do sobrenadante obtido, 100

pL foi misturado com 200 pL da mistura 1 de reacdo (Tabela 1) e agitados.

Tabela 1- Descricdo da mistura 1 de reacdo para determinagdo de nitrato para o volume de uma
amostra

Reagentes Concentragédo Volume (pL) e massa seca (mg)
C;H¢O3 Puro 10
H,SO, Puro 200

Fonte: Lobato; Barbosa, 2012.

Apbs a agitacdo adicionou-se 1700 pL da mistura 2 de reacdo (Tabela 2) e as
amostras foram mantidas por 20 minutos a temperatura ambiente e se procedeu com as
leituras em espectrofotometro a 410 nm. O branco foi preparado com 200 pL de mistura 1 de
reacao, 100 pL de H,O e 1700 pL mistura 2 de reagéo.

Tabela 2- Descricdo da mistura 2 de reacdo para determinacdo de nitrato para o volume de uma
amostra

Reagentes Concentragéo Volume (pL) e massa seca (2mg)
NaOH 5M 95
HO - 805

Fonte: Lobato; Barbosa, 2012.

Para determinar dos teores de nitrato utilizou-se a férmula abaixo:
Y=1,2X (R? = 0,9988) (8)
Onde:

X= umol de amdnia
Y= Absorbéancia a 625 nm
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4.4.3.7 Amonio Livre (NH4")

Foram colocados em eppendorfs de 2 mL, 2 mg do material moido e seco das raizes
e das folhas, adicionando 2 mL de &gua destilada, homogeneizado em agitador e levados a
banho maria por 30 minutos e a 100 °C.

Ap0s este processo os tubos foram centrifugados a 2500 rpm por 5 minutos e do
sobrenadante obtido se retirou 150 pL e misturou com 925 pL da solucdo 1 de reacdo (Tabela
3) e por fim seguiu agitacao.

Tabela 3- Descricdo da solucdo 1 de reacdo para determinacdo de amoénio para o volume de uma
amostra

Reagentes Concentragéo Volume (L) e massa seca (2mg)
CesHsOH 15% 310
Na,[Fe(CN)sNO 0,5% 10
HO 605

Fonte: Lobato; Barbosa, 2012.

Seguindo a agitacdo adicionou-se 925 uL da solucdo 2 (Tabela 4) de reacdo e em
seguida agitou-se novamente os microtubos e as amostras foram incubadas a 37 °C por 20
minutos. Estas foram mantidas por 40 minutos a temperatura ambiente e seguiu as leituras em
espectrofotdmetro a 625 nm. O branco foi preparado com 925 pL de solugéo 1 de reagéo, 150

pL de H,O e 925 uL solucédo 2 de reacéo.

Tabela 4- Descricdo da solugdo 2 de reagdo para determinagdo de aménio para 0 volume de uma
amostra

Reagentes Concentragédo Volume (L) e massa seca (2mg)
NaOCI Puro 25
NaOH 5% 95
HO - 805

Fonte: Lobato; Barbosa, 2012.

Para o célculo da quantidade de aménio livre presente nas amostras utiliza-se as

seguintes formulas:

0,1428 pmol de NH;" --------------- 0,413 (Abs 625 nm)
X e L
X =0,345 x L (umol de NH;" / 400 pL de extrato) 9
0,345 X L -----------m-mm-- 400 pL de extrato
X7 e 5000 pl de extrato

X’>=4,3125 x L (umol de NH;* /5 mL ou 50 mg MS) (10)
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4,3125 X L -------mmmmmeem 50 mg MS

X" emmemeeeemeeeeeee 1000 mg MS
X’ =86,25 x L (umol de NH;" / g de MS) (11)
X =86,25 x L x Dilui¢do (mmol de NH;*/ Kg de MS) (12)

4.4.3.8 Proteinas Soluveis Totais

Para determinacdo de proteinas 100 mg de matéria seca de folha e raiz foram
misturadas com 5,0 mL do tampé&o de extracdo (Tris-HCI 25 mM pH 7,6). Em seguida 0s
tubos, devidamente lacrados, ficaram sendo agitados durante 2 horas na mesa agitadora
“shaker” orbital digital (Modelo SP-180/D).

Procedeu com a centrifugacdo do material a 2000 rpm, por 10 minutos. Em seguida,
foram colocados nos tubos de ensaios 100 pL do sobrenadante apds a centrifugacéo + 2,5 mL
do reagente de Bradford.

Os tubos foram agitados delicadamente, para ndo haver desnaturacdo das proteinas e
apos 15 minutos de repouso as leituras foram realizadas no espectrofotémetro, com
comprimento de onda de 595 nm e os resultados expressos em mg™ proteina g de massa seca.
O branco foi feito com 100 uL de &4gua + 2,5 mL do reagente de Bradford.

Para determinar as proteinas solUveis totais utilizou-se a formula abaixo:

Equacdo da curva: Y= 0,0145X (R? = 0,9945) (13)

Onde:
X= ng de proteinas.
Y= Abs a 595 nm.

4.4.3.9 Aminoéacidos Solaveis Totais

Para determinacdo de aminodcidos soluveis totais, 2 mg do material, raiz e parte
aérea, secos e moidos, foram colocados em eppendorfs de 2 mL e adicionado 2 mL de H,O
destilada. A mistura foi homogeneizada em agitador e levada a banho-maria por 30minutos a
100 °C.

O material foi centrifugado a 2500 rpm por 5 minutos, colocado 200 pL de solugdo 1
(Tabela 5) e 200 pL de solucdo 2 (Tabela 6), 320 puL de H,O destilada e 80 uL de extrato em
microtubos, agitados e incubados a 100 °C por 15 minutos. As amostras foram colocadas em
um recipiente com agua e gelo, a fim de promover a paralizacdo das reacdes e adicionado
1200 pL de etanol a 50%.
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Tabela 5- Descricdo da solucdo 1 de reacdo para determinacdo de aminoacidos solUveis totais para o
volume de uma amostra

Reagentes Concentragéo Volume (pL) e massa seca (2mg)
CsHgO; 2M 20
NaOH 5M 16
H,O0 (pH50 - ~ 164 (H,Oadic = 164 — base/acido)

Antes de adicionar H,O deve ser ajustado o pH da solucdo de reagéo 1 para pH 5,0
Fonte: Lobato; Barbosa, 2012.

Tabela 6- Descri¢cdo da solucdo 2 de reagdo para determinacdo de aminoacidos para o volume de uma
amostra

Reagentes Concentragéo Volume (L) e massa seca (2mg)
C4H100 Puro 160
KCN 0,001M 40
C9H604 Pura 1,7

Fonte: Lobato; Barbosa, 2012.

O material foi mantido por 20 minutos a temperatura ambiente e em seguida as
leituras foram realizadas em espectrofotdmetro a 570 nm. O branco foi resultante da mistura
de 200 pL da solucdo 1 de reacdo, 200 pL da solucdo 2 de reacdo, 400 pL de H,O e 1200 pL
de etanol a 50%.

Para determinacdo dos amino&cidos solUveis totais utilizou-se a formula abaixo:
Y=0,0201X (R? = 0,9923) (14)

Onde:
X=ng de glicose
Y= Abs a 490 nm

4.4.3.10 Prolina

Foram colocados em eppendorfs 2 mg de p6 da matéria seca (MS) das raizes e das
folhas e adicionados 2 mL de H,O destilada, logo depois o material foi homogeneizado em
agitador e levado a banho-maria por 30 minutos e a 100 °C.

Ap0s este processo, os tubos foram centrifugados a 2500 rpm por 5 minutos e 400
pL do sobrenadante foi colocado em microtubos juntamente com 400 L da mistura da reacéo
(Tabela 7) e 400 pL &cido acético a 100%, seguindo de agitacdo e incubagéo a 100 °C por 60

minutos.
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Tabela 7- Descricdo da mistura de reacdo para determinacao de prolina para o volume de uma amostra

Reagentes Concentragéo Volume (L) e massa seca (2mg)
C,H,0, Puro 240
H,PO," 6M 160
C9H604 Pura 10

Fonte: Lobato; Barbosa, 2012.

Em seguida as amostras foram distribuidas em recipientes com agua e gelo a fim de
paralisar a reacdo, adicionado 800 pL de tolueno a 100% e agitados vigorosamente por 30
segundos.

As amostras foram mantidas em temperatura ambiente por 20 minutos e as leituras
foram realizadas em espectrofotdmetro a 520 nm. Descartou-se a fase ndo aquosa (parte
superior). O branco foi feito somente com tolueno a 100%.

Para o célculo da determinacédo de prolina utilizou-se a seguinte formula:

Y= 8,1941X + 0,0457 (R? = 0,9961) (15)

Onde:
X= umol de prolina
Y= Absorbéancia a 520 nm

4.4.3.11 Glicina-Betaina

Para a extracdo da glicina-betaina, 25 mg de matéria seca de folha e raiz foram
transferidas para tubos eppendorfs de 2 mL, adicionando 2 mL de agua destilada e agitados
por 4 h em mesa agitadora “shaker” orbital digital (Modelo SP-180/D) a 25 °C (extracdo a
frio). As amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm por 10 minutos e a 25° C.

Apobs a extracdo do sobrenadante o extrato aquoso foi coletado e foi descartado o
precipitado. Em eppendorfs de 2 mL adicionou-se 250 uL do extrato aquoso + 250 uL de
H.SO,4 2N (diluicdo da amostra 1:2) e estes permaneceram durante 1h no banho de gelo (na
geladeira- de 0° a 4° C).

Em seguida, foi adicionado 200 uL de KI-I, gelado e novamente permaneceram em
banho de gelo por 16h a 0 °C. O material foi centrifugado durante 15 minutos, a 10.000 rpm e
a 0 °C e descartado o sobrenadante, seguindo da lavagem do precipitado por 2 vezes com 2
mL de H,SO4 1IN.

O material foi novamente centrifugado por 5 minutos a 10.000 rpm e a 0 °C ap6s

cada lavagem. Por fim, o precipitado foi dissolvido em 3 mL de 1,2-dicloroetano e agitado
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vigorosamente. Apds, aproximadamente 2h de descanso foi realizada a leitura em
espectrofotdbmetro a 365 nm.

Para a determinacdo dos valores de glicina-betaina segue a formula abaixo.
Y=0,0015X —0.0037 (R* = 0,9969) (16)
Onde:

X= ng de glicina betaina
Y= Absorbancia a 365 nm

4.4.4 Andlise dos Dados

Os resultados obtidos foram submetidos ao teste Bartlett e Shapiro-Wilk a fim de
testar a homogeneidade e normalidade dos dados, seguido da analise de variancia. Mediante a
significancia dos dados pelo teste F, procedeu-se a analise em parcelas subdivididas pelo teste
de Tukey (P>0,05).

Para as avaliacBes que ndo seguiram as pressuposicdes estatisticas foi realizada a
transformacdo de dados pelo método da raiz quadrada de X e apds esse procedimento as
médias obtidas foram normais e homogéneas.

Para os dados de aménio, prolina e sacarose para folhas e raizes, nitrato em folhas e
carboidratos nas raizes para mudas de Cedrela fissilis se procedeu a transformacéo dos dados.
Em plantas de Schinus terebinthifolius os seguintes parametros também foram transformados
pelo mesmo método: clorofila a, b e totais, prolina em folhas e amido, carboidratos e sacarose

em raizes.

4.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Em mudas de Schinus terebinthifolius irrigadas normalmente ndo houve efeito para
as doses de acido salicilico e as mudas apresentaram as seguintes médias 83,89; 75,42; 83,49
e 69,42% (Tabela 8).

Para a mesma espécie apos 4 e 12 dias de suspensdo hidrica ndo houve diferenca
significativa em funcdo do aumento das doses de acido salicilico e a média foi de 63,30 e
34,51% (Tabela 8).

Como pode ser visualizado na Tabela 1 aos 8 dias de estresse a dose de 200 mg L™
resultou em maior média (73,70%), demonstrando que em determinadas condi¢fes o indutor
de crescimento pode atenuar os efeitos do estresse hidrico, preservando e aumentando as

concentragfes de &gua na célula, o mesmo pode ser observado em plantas irrigadas
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diariamente, onde a dose de 200 mg L™ aumentou o contetido de H,O no meio celular, porém
sem diferenca significativa para os demais tratamentos.

Ao avaliar os dias de estresse para a espécie Schinus terebinthifolius em funcdo das
doses de AS se observou que independente das doses houve reducdo do CRA e as
porcentagens para as doses de 0, 100, 200 e 300 mg L™ foram de 59,17; 49,39; 48,78 e
67,06%.

Naturalmente, em condicéo de estresse a planta ira apresentar reducdo na quantidade
de &gua nas células, porém é interessante estudar praticas que amenizem os efeitos resultantes
das condicdes adversas permitindo que a planta continue com suas atividades, mesmo que de
forma limitada.

Para as plantas controle (sem aplica¢do do AS) houve reducdo gradativa do contetido
de &gua nas células na proporc¢édo que dias do estresse hidrico foram intensificados. Resultante
dessa alteracdo a maioria, sendo todas as atividades metabdlicas irdo cessar, pois de todos 0s
fatores a agua € o mais limitante no desenvolvimento normal dos vegetais e naturalmente em
condicdo de suspensdo hidrica as plantas irdo perder agua, seja por transpiracdo estomatica ou
cuticular (Tabela 8).

Tabela 8- Conteudo relativo de dgua (CRA) em mudas de Schinus terebinthifolius expostas ao estresse
hidrico e tratadas com &cido salicilico

CRA (%)

. . 1 Estresse hidrico (dias)
Acido salicilico (mg L™)

0 4 8 12
0 83,89 aA 56,99 bB 52,64 bB 34,25 abC
100 75,42 abA 59,65abB 54,97 bB 38,17 aC
200 83,49 aA 67,61abB 73,70 aAB 42,76 aC
300 69,42 bA 68,95 aA 49,67 bB 22,87 bC
dms * 11,83 dms** 11,88
CV (%) * 9,33 CV (%)** 9,86

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade/*coluna ** linha
Letras minasculas comparam as colunas e maiusculas as linhas

Em mudas de Cedrela fissilis ap6s 0 e 8 dias de estresse hidrico as doses de acido
salicilico utilizadas ndo foram capazes de promover diferenca entre os tratamentos para o
conteudo relativo de agua e as médias gerais obtidas para as mudas de Schinus terebinthifolius
foram de 66,74 e 57,13% (Tabela 9).

Na suspensdo hidrica de 4 dias a dose de 200 mg L™ foi eficiente em manter o CRA

e assim maximizar o aproveitamento de agua pela planta, demonstrando que nesta condicéo, o
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indutor utilizado foi eficiente na inducdo de tolerancia, ajudando no funcionamento das
células e mantendo a turgescéncia das mesmas e o valor obtido foi de 72,50%.

Aos 12 dias de estresse hidrico, o contelido de &gua decresceu drasticamente em
relacdo as plantas hidratadas e a porcentagem de reducéo foi de 51,35; 24,27; 33,75 e 40,48%
ap6s a aplicagdo de 0, 100, 200 e 300 mg L™, respectivamente.

Quando se avalia o efeito das doses de acido salicilico em funcdo dos dias de
estresse, se observa reducdo do CRA nas plantas para todas as doses. Em suma, os teores de
agua, inevitavelmente irdo reduzir, porém é interessante que praticas sejam desenvolvidas a
fim de amenizar o choque resultante da falta de agua, desequilibrando o minimo possivel 0s
vegetais.

O maior valor obtido em mudas de Cedrela fissilis para 0 CRA foi em plantas
irrigadas normalmente e sem aplicacdo do acido (76,16%) e a menor média foi observada aos
12 dias de suspenséo hidrica na dose de 300 mg L™ (34,12%), em algumas condicdes, doses
elevadas de é&cido salicilico podem intensificar os efeitos do estresse e promover a
modificacdo de atividades metabdlicas essenciais nos vegetais, refletindo em desbalanco do
sistema (Tabela 9).

Em trabalhos desenvolvidos por Chaves Filho e Stacciarini-Seraphin (2001) néo se
observou diferenca significativa para o contetido relativo de agua entre as plantas de Solanum
lycocarpum St.-Hil. irrigadas normalmente e em plantas com 40% da capacidade de campo,

as médias obtidas foram de 92,85 e 90,64%, respectivamente.

Tabela 9- Contetdo relativo de dgua (CRA) em mudas de Cedrela fissilis expostas ao estresse hidrico
e tratadas com acido salicilico

CRA (%)

Estresse hidrico (dias)

Acido salicilico (mg L™)

0 4 8 12
0 76,16 aA 56,71 bB 63,32 aB 37,05 bC
100 63,66 bcA 61,97 bA 58,00 abA 48,21 aB
200 69,83 abA 72,50 aA 52,59 bB 46,26 aB
300 57,33 cA 59,22 bA 54,62 bA 34,12 bB
dms * 8,19 dms** 8,01
CV (%) * 6,25 CV (%)** 7,18

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade/*coluna ** linha
Letras minGsculas comparam as colunas e maiusculas as linhas

Ao0s 0, 4 e 12 dias de estresse ndo houve diferenca significativa com o aumento das

concentracdes de acido salicilico para os teores de clorofila a em mudas de Schinus
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terebinthifolius e as médias obtidas para a clorofila a foram de 97,51; 95,38 e 89,91 umol m™.
Apos 8 dias de estresse houve reducdo dréstica nos pigmentos clorofilianos e o decréscimo foi
de 61,57% (Tabela 10).

Com a reducdo da area foliar e nimero de folhas, obviamente os pigmentos
apresentariam reducdo nos seus teores. Isso afeta inumeras fungdes fisioldgicas,
principalmente a producéo de fotoassimilados e armazenamento de energia.

Além disso, os pigmentos podem ser afetados em condicdes de estresse hidrico,
reduzindo assim, os seus teores devido a danos oxidativos no aparato fotossintético. Em
contrapartida pode refletir em aumento dos carotendides e da enzima peroxidase (EGERT;
TEVINI, 2002).

Em relacdo a concentracdo de éacido salicilico ndo houve diferenca estatistica
significativa quando os dias de estresse aumentaram e a média para as doses de 0, 100, 200 e
300 mg L™ foram de 95,97; 96,08; 79,98 e 83,84 umol m? em mudas de Schinus
terebinthifolius (Tabela 10).

Tabela 10- Teor de clorofila a em mudas de Schinus terebinthifolius expostas ao estresse hidrico e
tratadas com &cido salicilico

Clorofila a (umol m?)

. . 1 Estresse hidrico (dias)
Acido salicilico (mg L™)

0 4 8 12
0 113,40 aA 93,04 aA 104,72 aA 72,71 aA
100 106,56 aA 101,66 aA 97,95 aA 78,13 aA
200 69,38 aAB 102,20 aA 49,34 bB 98,99 aA
300 100,70 aA 84,62 aAB 40,24 bB 109,79 aA
dms * 2,50 dms** 2,70
CV (%) * 12,90 CV (%)** 9,42

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade/*coluna ** linha
Letras minGsculas comparam as colunas e maiusculas as linhas

Quando se quantificou o teor de clorofila b se concluiu que nédo existiu interagdo
entre os dias de estresse e as doses de acido salicilico em plantas jovens de aroeira e a média
geral obtida foi de 34,06 umol m™.

Para os teores de clorofilas totais em mudas de aroeira as variaveis estudadas nao
foram influenciadas uma pela outra e as medias obtidas foram de 132,76; 132,33; 105,62 e
121,39 umol m? apés 0, 4, 8 e 12 dias de suspensdo hidrica e de 130,79; 130,85; 114,15 e

116,33 para as doses crescentes do AS.
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Né&o houve interagdo para os pigmentos clorofilianos entre os fatores estudados em
mudas de cedro, além disso, ao se avaliar as fontes de variacdo isoladamente ndo se detectou
diferencas significativas para os tratamentos (P>0,05). A média observada para os teores de
clorofila a, b e totais foram de 92,89, 32,74 e 125,64 umol m™.

Resultados semelhantes foram obtidos por Moura et al. (2016) o qual ndo detectou
diferenca significativa para os pigmentos fotossintéticos nos dois primeiros periodos de
avaliacdo (60 e 90 dias) em plantas sob estresse hidrico e as médias para os teores de clorofila
a variaram entre 0,65 a 0,91 mg g™ MF e clorofila b entre 0,27 a 0,91 mg g™ MF aos 60 dias
de avaliacdo em plantas jovens de Jatropha curcas L.

Aos 120 dias houve aumento nas concentragdes de clorofila a nas plantas com 60 e
40% da capacidade maxima de retencdo de agua pelo solo. Os teores de clorofila b, no
entanto, ndo apresentaram diferenca significativa entre os tratamentos nas trés fases de
avaliacdo (MOURA et al., 2016). Assim, é interessante salientar que outro fator que pode
condicionar respostas na planta é o tempo de exposi¢do aos tratamentos.

O AS ¢ pouco compreendido e dependem de varios fatores, como a sanidade das
plantas, genética, nutri¢do, solo, clima, fenologia, espécie, além das doses utilizadas e periodo
em que o indutor foi aplicado.

Nesse sentido, é interessante conhecer os fatores que irdo afetar positiva ou
negativamente o uso de estimulos quimicos a fim de determinar quais alteracBes sdo
provenientes da aplicacdo exdgena do indutor para as mais diversas espécies (PAL et al.,
2014).

O conteudo relativo de &gua € um dos principais determinantes para a variagdo
existente no contetdo de solutos compativeis, ou seja, a maioria das variagdes nos compostos
de carbono e nitrogénio é proveniente das oscilacdes no conteudo de agua, além disso, a
alteracdo desses compostos presentes nas células pode servir como um indicador de tolerancia
a seca (SCHONFELD et al., 1988).

O amido ¢ uma molécula complexa de carboidrato, constituido basicamente de
glicose de longas cadeias conectadas por meio de ligagGes glicosidicas, além disso, essa
molécula ¢ a principal forma de armazenamento de energia nas plantas (COLLI, 2008; TAIZ;
ZEIGER, 2017).

Quando as plantas foram submetidas ao estresse os resultados para o teor de amido
foram crescentes ap6s 0 e 12 dias sem agua e com o aumento das doses do acido salicilico. As
maiores médias obtidas foram de 1,78 e 2,61 umol de glicose g* MS em folhas de Schinus

terebinthifolius para a dose de 200 mg L™ (Tabela 11). Porém para as plantas hidratadas
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durante o experimento ndo houve diferenca significativa em fun¢do do aumento nas doses do
4cido salicilico e as médias 1,34; 1,29; 1,78 e 1,57 umol de glicose g™ de matéria seca-MS.

O é&cido salicilico interage com outros horménios, de forma harménica ou néo,
dependendo das condi¢cBes em que 0s vegetais sdo expostos, além de fatores intrinsecos
(JOSEPH; JINI; SUJATHA, 2010), por isso, nesta pesquisa os resultados variaram em funcéo
dos dias de estresse, doses do acido e espécie.

Em mudas submetidas a 4 dias de estresse o resultado foi contrario e o menor valor
foi obtido na dose méxima do regulador (300 mg L™), apenas esse tratamento diferiu dos
demais e a média foi de 1,46 umol de glicose g™ MS (Tabela 11).

Nas folhas em determinadas condi¢cdes o amido pode ser hidrolisado e transportado
para a raiz, principal 6rgdo de reserva, essas moléculas serdo oxidadas com o objetivo de
utilizar a energia presente nelas para realizar as atividades metabdlicas essenciais, baseado no
fato que os vegetais aproveitam os aglucares na forma mais simples.

Além disso, a conversdo de amido em sacarose € a principal via e estratégia de
defesa das plantas a fim de promover o equilibrio osmotico e atenuar os efeitos causados pela
falta de agua no sistema, permitindo que atividades essenciais continuem sendo desenvolvidas
(GEIGENBERGER et al., 1997).

Na dose de 300 mg L™ apenas aos 8 dias de estresse houve diferenca estatistica entre
0s tratamentos e as médias obtidas foram de 1,57; 1,46; 2,85 e 2,01 umol de glicose g™* de MS
(Tabela 11).

Em plantas de sibipiruna (Caesalpinia peltophoroides B.) submetidas ao estresse
hidrico os valores para os teores de amido em folhas reduziram em torno de 41,45% do
tratamento controle para mudas alagadas apenas nas raizes, ap6s 25 dias (HENRIQUE et al.,
2010).

Os mesmos autores ainda relatam que em plantas completamente alagadas a redugéo
foi de 59,53% do tratamento controle. Entretanto, é interessante ressaltar que a partir dos 5
dias ja houve reducéo significativa (73%) nos teores desse soluto.
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Tabela 11- Teor de amido em folhas de mudas de Schinus terebinthifolius expostas ao estresse hidrico
e tratadas com &cido salicilico

Amido (umol de glicose g™ de matéria seca-MS)

. o N Estresse hidrico (dias)
Acido salicilico (mg L™)

4 8 12
0 1,34 bB 2,54 aA 2,72 aA 1,43 cB
100 1,29 bB 2,39 aA 1,98 bA 1,24 cB
200 1,78 aB 2,43 aA 2,71 aA 2,61 aA
300 1,57 abBC 1,46 bC 2,85 aA 2,01 bB
dms * 0,43 dms** 0,46
CV (%) * 10,1 CV (%)** 8,89

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade/*coluna ** linha
Letras mindsculas comparam as colunas e maitsculas as linhas

Em raizes de mudas de aroeira os resultados encontrados para a maioria dos
tratamentos foram maiores, isso ocorreu porque em condicdes de estresse hidrico 0s vegetais
redirecionam a energia e solutos a fim de promover a osmoprotecdo dos tecidos e evitar a
plasmolise das células, como o amido é produzido nos cloroplastos e redirecionado para as
demais partes da planta, principalmente para o citosol na forma de sacarose esses teores
podem aumentar muitas vezes.

Nessas condi¢cdes os produtos sintetizados na fotossintese sdo redirecionados para o
crescimento radicular, para aumentar a superficie de exploracdo das raizes e melhorar a
absorcdo de agua, essa estratégia € utilizada pelas plantas, pois a transpiracdo e absorcdo de
agua devem ocorrer de forma equilibrada.

Os menores valores foram obtidos para as plantas irrigadas diariamente e 0s
resultados ndo diferiram com as doses do &cido salicilico, a média foi de 1,31 umol de glicose
g™ de MS. Apos 4, 8 e 12 dias de estresse nio foi verificada diferenca significativa (P>0,05) e
as médias foram de entre 3,38; 3,58 e 6,23 umol de glicose g™ de MS de amido em raizes de
Schinus terebinthifolius (Tabela 12).

As plantas de aroeira no tratadas e aquelas na concentracdo de 200 e 300 mg L™ no
externaram diferenca significativa, apenas na dose de 100 mg L™ houve aumento das
concentracdes e 0s teores variaram de 1,36 para 5,48 umol de glicose g* de MS,

representando um aumento de aproximadamente 302,94% (Tabela 12).
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Tabela 12- Teor de amido em raizes de mudas de Schinus expostas ao estresse hidrico e tratadas com
acido salicilico

Amido (umol de glicose g™ de matéria seca-MS)

© - 4 Estresse hidrico (dias)
Acido salicilico (mg L™)

4 8 12

0 1,51aC 3,11 abBC 5,20 aAB 7,59 aA

100 1,36 aB 1,67 bB 2,77 aB 5,48 aA

200 1,17 aC 3,97 abAB 2,82 aBC 5,87 aA

300 1,20 aC 4,75 aAB 3,53 aBC 5,98 aA
dms * 2,44 dms** 2,42
CV (%) * 31,79 CV (%)** 35,07

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade/*coluna ** linha
Letras minGsculas comparam as colunas e maiusculas as linhas

Em plantas jovens de Cedrela fissilis ndo houve diferenca significativa para as
plantas ndo tratadas com o indutor de crescimento e para as doses de 200 e 300 mg L™ nas
folhas, as médias obtidas foram de 4,39; 5,06 e 4,30 umol de glicose g™* de MS (Tabela 13).

As mudas tratadas com 100 mg L™ e irrigadas normalmente apresentaram menor
valor porque o AS pode induzir respostas adaptativas nas plantas, contrariando alguns
resultados encontrados na literatura.

O AS esté envolvido na defesa da planta, ativando genes e moléculas que promovem
a tolerancia dos vegetais contra estresses abioticos. Em pesquisas desenvolvidas recentemente
0 acido melhorou a tolerdncia das plantas aos mais distintos estresses, como a salinidade,
osmatico, hidrico, térmico e presenca de metais pesados (KHAN et al., 2012; 2013; 2014;
FAYEZ; BAZAID, 2014; ASGHER et al., 2015; NAZAR et al., 2015; ZHANG et al., 2015).

Além do mais, altas concentracdes desse indutor podem promover o efeito contrario
ao esperado, ao invés de induzir tolerancia nas plantas, pode desencadear estresses diversos
nas mesmas (HAYAT et al., 2010; MIURA; TADA, 2014).

Em plantas irrigadas normalmente as concentrages de amido ndo diferiram em
funcdo da aplicacdo de acido salicilico, assim como em mudas submetidas a 8 dias de
suspensdo hidrica. Aos 4 dias, houve redugdo dos teores de amido na dose méxima,
apresentando uma reducdo de, aproximadamente, 68,51% do tratamento 1 para o 4 (Tabela
13).

Em trabalhos discutidos por Liu et al. (2003) se observou que a falta de agua pode
causar mobilizacdo de amido presente nos cloroplastos e assim reduzir os teores dessa

substancia nas folhas.
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Em contrapartida, aos 12 dias os teores aumentaram e a maior média foi obtido na
dose de 200 mg L, este tratamento ndo diferiu, no entanto, das doses de 100 e 300 mg L™
(Tabela 13), reforcando que em determinadas condigdes e avaliacdes, as respostas podem ser
distintas e melhorar ou intensificar as condi¢des adversas.

Nesse caso, 0 armazenamento foi maior nas plantas mais estressadas e sobre maiores
concentragdes do acido, isso pode ser consequéncia do efeito protetor proveniente do indutor
que atuou no ajuste osmotico celular. Em condicGes de estresse a planta armazena energia
para utilizar posteriormente, redirecionando os compostos carbonados e nitrogenados para as
raizes.

Em determinadas situaces a aplicacdo exdgena do AS pode apresentar respostas
contrarias, gerando um alto indice de deficiéncia, além disso, altas concentra¢cdes do indutor
podem aumentar a susceptibilidade as condi¢bes do meio. As doses de 0,1 a 0,5 mM
melhoram a toler&ncia, dependendo do estadio de crescimento e cultivo (YUAN; LIN, 2008).

O regulador de crescimento estudado atua em varios mecanismos dos vegetais, dentre
eles, producdo, assimilacdo e armazenamento de carbono, sintese de metabdlitos em geral,
fotossintese e respiracdo, além de regular o potencial hidrico e osmético das células refletindo
no aumento da area foliar e consequentemente crescimento das mudas em situacfes de
estresse (FAROOQ et al., 2010).

Tabela 13- Teor de amido em folhas de mudas de Cedrela fissilis expostas ao estresse hidrico e
tratadas com acido salicilico

Amido (umol de glicose g™ de matéria seca-MS)

Estresse hidrico (dias)

Acido salicilico (mg L™)

0 4 8 12
0 5,72 aA 5,97 aA 2,91 aA 2,95 bA
100 2,57 bB 6,59 aA 3,38 aB 6,75 aA
200 3,55 abB 5,77 aAB 2,99 aB 7,93 aA
300 4,52 abAB 1,88 bB 3,98 aAB 6,80 aA
dms * 2,75 dms** 3,12
CV (%) * 29,88 CV (%)** 11,44

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade/*coluna ** linha
Letras minGsculas comparam as colunas e maiusculas as linhas

Quando o sistema solo-planta é afetado inimeros processos sao alterados, no caso da
seca 0 amido pode ser degradado e transportado da fonte até os drenos preferenciais, que

nessa condicdo sdo as raizes, a fim de melhorar a absorcdo de &gua, promovendo o
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crescimento das mesmas e aumentando a area de exploracdo das raizes (TAIZ; ZEIGER,
2017).

N&o houve interacdo entre os dias de estresse e doses do &cido quando se avalia as
concentracdes de amido em raizes de Cedrela fissilis e a média geral foi igual a 3,43 umol de
glicose g™* de MS.

Os carboidratos atuam na regulacdo dos vegetais em condigdo de estresse, porém
para essa pesquisa ndo houve interacdo entre as doses do acido salicilico e dias de estresse em
mudas de Schinus terebinthifolius e Cedrela fissilis e as médias obtidas para as folhas e raizes
das respectivas espécies foram de 2,35; 1,50 e 1,53; 1,88 umol carboidratos g™ de MS.

Resultados semelhantes foram obtidos por Moura et al. (2016) em folhas de Jatropha
curcas onde ndo se detectou diferenca significativa em funcdo do estresse hidrico para 0s
solutos organicos.

Porém, segundo 0s mesmos autores, quando se avalia a raiz, no periodo de 120 dias
houve aumento nos teores de carboidratos e proteinas no tratamento com 60% da capacidade
méaxima de retencdo de agua pelo solo (CP), os teores de aminoacidos aumentaram no
tratamento com 40% da CP e a média variou entre 0,5 e 1,0 umol g™* de MF.

Em contraste ao obtido na pesquisa, em plantas de sibipiruna sob alagamento
completo os valores de agucares sollveis totais sempre foram menores quando comparado as
plantas alagadas apenas nas raizes e a controle, porém esse decréscimo foi mais evidente aos
15 dias, refletindo em reducédo percentual de 74,15% quando comparadas as plantas irrigadas
normalmente (HENRIQUE et al., 2010).

Em plantas de Schinus terebinthifolius irrigadas normalmente as concentragdes de
sacarose aumentaram até a dose de 200 mg L™ e o valor foi de 241,56 ug de sacarose 50mg™
MS, este diferiu dos demais tratamentos (Tabela 14).

Apo0s 4 dias de estresse hidrico ndo houve diferenga significativa (P>0,05) para as
doses de acido e a media obtida nesse periodo de suspensdo hidrica foi de 179,01 ug de
sacarose 50 mg™ MS (Tabela 14).

As mudas de Schinus terebinthifolius submetidas ao estresse hidrico por 8 e 12 dias
apresentaram valores decrescentes com o0 aumento nas doses do &cido, isso pode ocorrer
porque altas concentracdes podem desencadear um intenso estresse nas plantas, dificultando o
metabolismo normal em condicdes de estresse bidtico ou abidtico (Tabela 14). A reducéo
percentual para os tratamentos foi de 53,92 e 45,20% do tratamento controle para a dose

méaxima do regulador.
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As doses de 100 e 200 mg L™ foram eficazes no aumento das concentracdes de
sacarose e aos 4 e 8 dias de estresse 0os maiores valores foram observados com médias de
188,44 e 255,61 ug de sacarose 50 mg™ MS, respectivamente, melhorando o ajuste hidrico nas
plantas por meio da regulacdo osmotica (Tabelal4).

No entanto, para a dose de 100 mg L™ ndo houve diferenca estatistica entre os dias 4,
8 e 12. Na dose de 200 mg L™ aos 8 dias de estresse ndo se observou diferenca estatistica
(P>0,05) em mudas irrigadas normalmente.

Ao contrario do obtido na pesquisa, 0s teores de sacarose ndo apresentaram diferenca
estatfstica significativa (P>0,05) e a média foi de 6,85 e 7,15 mg™ g™ de MS nas folhas e
18,61 e 21,95 mg™ g™ de MS nas raizes para as plantas irrigadas até a capacidade de campo
(CC) e com 40% da CC, respectivamente (CHAVES FILHO; STACCIARINI-SERAPHIN,
2001).

As médias obtidas para as concentracdes de sacarose na folha em plantas de Carica
papaya L. foram de 16,98 e 24,45 mg g MS nos tratamentos controle e suspensao hidrica de
20 dias, respectivamente. Na raiz, no entanto, os valores foram de 5,87 e 9,67 mg™ g* de MS

para 0s mesmos tratamentos (SILVA et al., 2012).

Tabela 14- Teor de sacarose em folhas de mudas de Schinus terebinthifolius expostas ao estresse
hidrico e tratadas com &cido salicilico

Sacarose (ug de sacarose 50mg™ MS)

Estresse hidrico (dias)

Acido salicilico (mg L™)

0 4 8 12
0 85,67 bcC 179,77aB 304,76 aA 165,72 aB
100 71,63 ¢C 18844aA  167,13bAB 127,80 bAB
200 241,56 aA 17836aB 255,61 aA 95,50 bC
300 139,04 bAB 169,47aA  14044bAB 90,82 bB
dms * 56,18 dms** 53,96
CV (%) * 14,74 CV (%)** 17,97

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade/*coluna ** linha
Letras minGsculas comparam as colunas e maiusculas as linhas

N&o houve interagdo entre os fatores avaliados em raizes de Schinus terebinthifolius
para os teores de sacarose e sO se observou diferenca significativa para os dias de estresse
hidrico. As médias foram crescentes a medida que os dias de estresse intensificaram e o maior
valor foi obtido apés 8 dias de suspensdo hidrica (328,87 ug de sacarose 50 mg™ de MS),

porém este ndo diferiu dos tratamentos de 4 e 12 dias (Tabela 15).
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Nessas condicdes, a deficiéncia hidrica pode apresentar alteragdes nas concentragoes
de carboidratos, pois afeta, a sintese de fotoassimilados, convertendo em moléculas menores,
como sacarose, glicose, frutose, entre outros e redirecionando a energia para o0
desenvolvimento normal do metabolismo da planta (TAIZ; ZEIGER, 2017).

Os acucares, em especial, a sacarose atua na regulacdo osmdtica das células e em
condicdo de estresse esses compostos podem manter e restabelecer a integridade das
membranas, promovendo um equilibrio e reidratacdo celular (CHAVES; FLEXAS;
PINHEIRO, 2009; GAUPELS et al., 2011).

Tabela 15- Teor de sacarose em raizes de mudas de Schinus terebinthifolius expostas ao estresse
hidrico e tratadas com &cido salicilico

Estresse hidrico (dias) Sacarose (ug de sacarose 50 mg™ de MS)
0 137,40 b
4 294,69 a
8 328,87 a
12 244,14 a
Dms 3,31
CV (%) 19,04

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade

A sacarose pode aumentar sob estresse hidrico, pois ocorre a biossintese desse
composto por conta do aumento da atividade da enzima sacarose fosfato sintetase que atua na
protecdo das células e membranas contra a desidratacdo (HOEKSTRA; GOLOVINA;
BUITINK, 2001).

Porém em folhas de Cedrela fissilis ndo houve diferenca significativa entre o0s
tratamentos e a média geral foi de 221,02 ug de sacarose 50 mg™ de MS.

Os vegetais tentam buscar o equilibrio hidrico reduzindo o potencial osmotico pelo
aumento dos solutos presentes nas células. No caso das mudas de Cedrela fissilis, como pode
ser visualizada na Tabela 16, a evolucéo nas doses de &cido salicilico promoveu o aumento na
concentracdo de sacarose nas raizes e as médias obtidas foram de 266,84; 296,80; 539,30 e
516,83 ug de sacarose 50 mg " de MS em plantas irrigadas diariamente.

O estresse hidrico desencadeia inimeros processos metabolicos nas plantas e uma
das estratégias é realocar os fotoassimilados para as raizes, pois a medida que o estresse
evolui as plantas produzem substancias que irdo promover a senescéncia foliar a fim de
reduzir a perda de &gua por transpiracdo e assim, para que as reservas das plantas ndo sejam
perdidas sdo translocadas para outras estruturas, como pode ser visualizado na Tabela 16,

onde os teores apresentam aumento nas raizes a medida que o estresse € intensificado.
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Além disso, o &cido salicilico ajudou no aumento nas concentracfes de sacarose e
ap6s 0, 4 e 8 dias as maiores médias foram obtidas na dose de 200 mg L™, os valores foram de
539,30; 330,51 e 457,84 ug de sacarose 50mg ™ de MS (Tabela 16).

Em pesquisas desenvolvidas anteriormente foi observado que o AS pode ter inibido a
absor¢ao de sacarose nas concentragdes de 10 a 200 uM (BOURBOULOUX; RAYMOND;
DELROT, 1998). No entanto, em trabalhos desenvolvidos por Luo et al. (2014) em
Plukenetia volubilis L. com 0,5 e 1,0 mM do acido houve aumento nos agucares soluveis.

Interessante destacar que apds 12 dias de suspensdo hidrica os resultados obtidos
foram inversos e os teores de sacarose reduziram, as médias obtidas foram de 398,86; 176,96;
140,26 e 151,68 ug de sacarose 50mg™ de MS, porém ndo houve diferenca significativa
estatistica (P>0,05) entre as doses do indutor (Tabela 16).

Isso pode ser justificado porque com a intensificacdo do déficit hidrico, as mudas
precisaram utilizar as reservas energéticas para realizar as atividades principais, como a
respiracdo, fotossintese e transpiragdo e assim as moléculas anteriormente armazenadas
precisaram ser convertidas, utilizadas e realocadas.

Ao se avaliar as doses do acido em funcgdo dos dias de estresse se observa que para as
plantas no tratadas com o AS, e para a dose de 100 mg L™ n&o houve diferenca entre os
tratamentos (Tabela 16).

Na dose de 200 mg L™ houve reducdo nos actcares livres, porém ndo houve
diferenca significativa (P>0,05) entre os tratamentos de 0, 4 e 8 dias de estresse. A reducdo
das plantas irrigadas para aquelas submetidas ao méaximo tempo de estresse foi de
aproximadamente, 73,99%. Para as plantas tratadas com 300 mg L™ a redugdo do tratamento
controle para os 12 dias foi de 70,65% (Tabela 16).

Tabela 16- Teor de sacarose em raizes de mudas de Cedrela fissilis expostas ao estresse hidrico e
tratadas com acido salicilico

Sacarose (ug de sacarose 50mg ™ de MS)

Estresse hidrico (dias)

Acido salicilico (mg L™)

0 4 8 12
0 266,84 bAB 106,74 bC 224,71 bBC 398,86 aA
100 296,80 bA 174,15 bA 233,13 bA 176,96 bA
200 539,30 aA 330,51 aB 457,84 aAB 140,26 cC
300 516,83 aA 324,89 aB 275,27 bBC 151,68 bcC
dms * 3,61 dms** 3,76
CV (%) * 10,32 CV (%)** 9,47

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade/*coluna ** linha
Letras minGsculas comparam as colunas e maiusculas as linhas
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O AS atua na regulacdo de processos fisioldgicos importantes, tais como a
fotossintese, metabolismo do nitrogénio, proteinas e aminoécidos, sintese de prolina e glicina-
betaina, sistema de defesa sob condicdes de estresse e, desse modo, fornece protecdo a curto
ou longo prazo dependendo de quais mecanismos serdo ativados e quais caracteristicas de
qualidade serdo moduladas (KHAN et al., 2010, 2012; 2013, 2014; NAZAR et al., 2011;
MIURA; TADA, 2014).

Para as mudas de Schinus terebinthifolius quando se avalia teor de nitrato em folhas
ndo se observou interacdo entre as doses de acido salicilico e os dias de estresse e a média
geral obtida foram igual a 0,14 mmol de nitrato g™* de MS.

Em mudas de Cedrela fissilis ndo houve interacdo entre os fatores estudados e a
diferenca significativa foi detectada apenas para as doses de acido salicilico, quando se avalia
os teores de nitrato. As concentracdes reduziram a medida que as doses aumentaram e 0S
tratamentos onde se aplicou 200 e 300 mg L™ do 4cido no diferiram entre si. As médias
obtidas a medida que as doses do &cido aumentaram foram de 0,30; 0,24; 0,09 e 0,04 mmol de
nitrato g”* MS (Tabela 17).

Isso pode ser justificado porque em condicdo de estresse 0os mecanismos das plantas
tendem a ser inibidos ou paralisados e a enzima redutase do nitrato que faz a conversdo de
nitrogénio na planta pode sofrer essas alterages e assim reduzir esses teores, além do mais,
em situagOes extremas de luminosidade ou temperatura pode ocorrer o transporte de
substancias das folhas para as raizes e assim diminuir as concentracfes na parte aérea
(SHARNER; BOYER, 1976).

A reducdo desses teores pode ser explicada porque a conversdo de nitrogénio nas
células, na maioria das vezes esta condicionada ao funcionamento da redutase do nitrato que
faz a conversdo desse composto em moléculas ou ions mais facilmente assimilaveis pelas
plantas, assim, na condi¢do imposta e a fim de equilibrar o sistema essas moléculas foram

quebradas e realocadas.
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Tabela 17- Teor de nitrato em folhas de mudas de Cedrela fissilis expostas ao estresse hidrico e
tratadas com acido salicilico

Acido salicilico (mg L™) Nitrato (mmol de nitrato g~ MS)
0 0,30 a
100 0,24 a
200 0,09b
300 0,04 b
dms 0,13
CV (%) 15,15

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade

O teor de nitrato em raizes de Schinus terebinthifolius e Cedrela fissilis nédo
externaram diferenca significativa em funcéo das doses e dias de estresse e a méedia obtida foi
de 0,17 e 0,14 mmol de nitrato g MS, respectivamente.

As concentragdes de amonio livre em folhas de mudas de Schinus terebinthifolius
ndo resultaram em diferencas significativas entre os tratamentos. As médias para os dias de
estresse foram de 5,12; 5,62; 5,76 e 5,41 mmol de NH,* kg™ de MS apés 0, 4, 8 e 12 dias. Os
valores obtidos para o aumento das doses de acido salicilico foram de 5,85; 5,66; 6,22 e 5,01
mmol de NH;* kg™ de MS.

Em plantas irrigadas diariamente o teor de aménio reduziu nas raizes de Schinus
terebinthifolius a medida que as doses do acido salicilico aumentaram e as médias obtidas
foram de 25,99; 33,64; 15,32 e 17,65 mmol de NH;'k g™* de MS (Tabela 18), o tratamento 1 e
2 ndo diferiram entre si, apenas para os tratamentos 3 e 4.

O metabolismo do nitrogénio é influenciado por inUmeros processos, 0 amonio, em
especial pode ser afetado de forma negativa pela falta de &gua e acimulo de &cidos do solo, se
acumulando nas células e podendo causar toxidez (FERREIRA et al., 2002; SHARMA;
DUBEY, 2005).

Aos 4 dias os resultados aumentaram até a dose de 200 mg L™ e a média foi de 46,83
mmol de NH;* kg™ de MS. Para a Schinus terebinthifolius e nessa condicao especifica essa foi
a dose capaz de aumentar as concentragdes de solutos a fim de promover o equilibrio
osmotico das células, melhorando a tolerancia ao estresse hidrico. Em contrapartida aos 8 dias
a dose que resultou na maior média foi a de 100 mg L™ e o valor foi de 52,47 mmol de NH, 'k
g™ de MS (Tabela 18).
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Esse aumento pode ser benéfico até certo ponto, pois como o aménio é tdxico, seu
aumento pode acarretar em disfungdes no metabolismo das mudas. Assim, as doses de 100 e
200 mg L™ atuam sinalizando as condicdes de estresse por meio do acimulo desse fon.

O acido salicilico atua de forma dependente do metabolismo e a alta concentragédo
pode intensificar as condigdes de estresse e morte celular, baixas concentragdes, no entanto,
podem aumentar a capacidade antioxidante nas plantas (HARA et al., 2012).

Na dose de 300 mg L™ a maior média foi observada aos 12 dias e este diferiu de
todos os tratamentos, isso pode ter ocorrido porque 0 AS redirecionou 0 amonio para as raizes
e assim, promoveu maior crescimento para facilitar a aquisicdo de agua nas camadas mais
profundas do solo (Tabela 18).

O maior teor de aménio foi observado ap6s 12 dias de estresse e na dose de 300 mg
L isso reforca a teoria que demonstra que elevadas doses de 4cido salicilico podem piorar os
efeitos resultantes do estresse, pois altas concentracBes irdo inibir inGmeras atividades
metabdlicas essenciais para o desenvolvimento das plantas, desiquilibrando as rotas de
producdo de fotoassimilados e reduzindo o crescimento vegetal (ALMEIDA; VIEIRA, 2010).

A menor concentracdo foi obtida em plantas irrigadas normalmente na dose de 200
mg L. Essa dose pode ter atuado na reducéo desses teores, melhorando as condicées da
célula e evitando possiveis efeitos toxicos do aménio. Nesse caso, a sinalizacdo ocorreu,
fazendo a regulacdo dos teores de agua e assim reduzindo o amonio presente nas células
(Tabela 18).

Tabela 18- Teor de amdnio livre em raizes de mudas de Schinus terebinthifolius expostas ao estresse
hidrico e tratadas com &cido salicilico

Amodnio livre (mmol de NH,'k g* de MS)

Estresse hidrico (dias)

Acido salicilico (mg L™)

0 4 8 12
0 25,99 aC 34,30 bB 21,18 bC 46,06 bA
100 33,64 aB 43,99 aA 52,47 aA 47,43 cB
200 15,32 bB 46,83 aA 15,61 cB 49,20 abA
300 17,65 bC 31,18 cB 21,19bC 54,51 aA
dms * 8,15 dms** 8,66
CV (%) * 9,98 CV (%)** 8,14

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade/*coluna ** linha
Letras minasculas comparam as colunas e maiusculas as linhas

Em compensacdo ndo se observou diferenga significativa (P>0,05) para as

concentragdes de amonio livre em plantas irrigadas normalmente e aos 12 dias de suspensao
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hidrica em folhas de Cedrela fissilis e os valores obtidos foram de 17,19 e 27,62 mmol de
NH.'k g* de MS (Tabela 19).

O nitrogénio é um dos principais compostos presentes nos vegetais, que participa de
inimeros processos metabolicos, regulando e mediando o crescimento e desenvolvimento dos
mesmos (TAIZ; ZEIGER, 2017), por isso € necessario observar a variacdo existente e
determinar qual o limite na concentracdo desse composto que pode prejudicar ou ndo o
desenvolvimento das mudas.

Para as plantas submetidas a 4 dias de estresse houve reducédo nos teores de aménio
livre na dose maxima do AS, isso pode ocorrer porque altas concentragcdes podem prejudicar
as atividades bioldgicas das plantas, podendo acelerar o processo de morte das células ou
aumentando a suscetibilidade das mesmas aos estresses e por isso a dose de 300 mg L™
reduziu esses teores para evitar a intoxicacdo de células pelo excesso de aménio (HARA et
al., 2012; MIURA,; TADA, 2014; WITTEK et al., 2015).

As médias obtidas para as mudas submetidas aos 4 dias de estresse foram de 52,76;
57,67; 66,58 e 25,67 mmol de NH," kg™ de MS com o aumento das doses do AS, os
tratamentos 1, 2 e 3, no entanto, nao diferiram e a reducdo em porcentagem foi de 51,35% da
dose de 0 a 300 mg L™ (Tabela 19).

Com 8 dias de suspensdo hidrica os resultados foram contrérios, crescendo a medida
que as doses de acido salicilico aumentaram, esses resultados elevados podem ser negativos,
porque altas concentracdes desse composto sdo prejudiciais para a planta, pois diferente do
nitrato, 0 amodnio ndo pode ser armazenado no vacuolo, podendo prejudicar a sintese de ATP
direcionada pela luz (SOUZA; CARVALHO, 2000).

Esses teores também podem ser influenciados pelo tempo de exposicao ao estresse e
por isso os resultados foram divergentes dos obtidos anteriormente, resultando nas seguintes
médias 28,63; 39,33; 39,67 e 58,10 mmol de NH," kg™ de MS e o percentual equivalente ao
aumento foi de 102,93% (Tabela 19).
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Tabela 19- Teor de aménio livre em folhas de mudas de Cedrela fissilis expostas ao estresse hidrico e
tratadas com acido salicilico

Amdnio livre (mmol de NH,* kg™ de MS)

Estresse hidrico (dias)

Acido salicilico (mg L™)

0 4 8 12
0 17,99 aB 52,76 aA 28,63 bB 25,10 aB
100 14,75 aC 57,67 aA 39,33 bB 33,26 aB
200 16,36 aC 66,58 aA 39,67 bB 29,64 aBC
300 19,66 aB 25,67 bB 58,10 aA 22,47 aB
dms * 1,18 dms** 1,10
CV (%) * 8,63 CV (%)** 11,25

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade/*coluna ** linha
Letras minGsculas comparam as colunas e maiusculas as linhas

Para o amonio livre em raizes de Cedrela fissilis ndo houve interacdo entre os fatores e
apenas se observou diferenca significativa para as doses de acido salicilico.

O maior valor foi observado na dose de 300 mg L™, isso pode ter ocorrido porque
altas concentragdes do indutor podem ter sinalizado proteinas especificas dos vegetais para
transportar o amonio das folhas para as raizes, como esse ion € muito mével na planta, em
condicdo de estresse, 0s vegetais irdo realocar suas reservas nutricionais e energéticas a fim de
conservar as mesmas e promover o ajuste osmatico (Tabela 20).

As médias foram de 22,61; 21,13; 23,65 e 37,98 para as doses de 0, 100, 200 e 300
mg L™, porém apenas para o tratamento com a dose méaxima do regulador vegetal houve
diferenca significativa e 0 aumento foi de 67,98% (Tabela 20).

O aménio pode ser influenciado pelo teor de prolina, pois a alta concentracdo deste
ultimo gera desintoxicacdo do excesso de amonio e assim a estabilizacdo das proteinas e
aminoacidos presentes nos vegetais (KAVI KISHOR et al., 2005).

Para as mudas de Cedrela fissilis houve aumento dos teores de prolina nas raizes a
medida que aumentaram as concentracGes de amoénio em fungdo das doses do AS em plantas
irrigadas diariamente. Como citado anteriormente esses teores tendem a aumentar a fim de

equilibrar e desintoxicar as células, evitando a toxidez ocasionada pelo acimulo de aménio.
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Tabela 20- Teor de amdnio livre em raizes de mudas de Cedrela fissilis expostas ao estresse hidrico e
tratadas com acido salicilico

Acido salicilico (mg L™) Amonio livre (mmol de NH,+ kg™ de MS)
0 22,61b
100 21,13 b
200 23,65b
300 37,98 a
dms 0,75
CV (%) 13,12

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade

Em plantas de Schinus terebinthifolius irrigadas diariamente a maior média para o0s
teores de proteinas foi observada na dose de 200 mg L™ e este, por sua vez, diferiu dos
demais. As médias obtidas com o aumento das doses do &cido salicilico foram de 12,41; 8,08;
15,05 e 12,26 mg proteinas g™ MS.

Em contrapartida, aos 4, 8 e 12 dias ndo houve diferenca significativa entre as
variaveis e as médias foram de 14,40; 15,25 e 8,20 mg proteinas g™ MS (Tabela 21).

Em plantas ndo tratadas com AS houve aumento nos teores de proteinas até 8 dias,
apos esse periodo esses teores reduziram nas folhas. As médias obtidas foram iguais a 12,41;
12,62; 14,95 e 8,67 20 mg proteinas g™ MS e ndo houve diferenca significativa entre os trés
primeiros tratamentos (Tabela 21).

Interessante destacar que as respostas aos estresses ambientais sdo diversas podendo
influenciar na sintese ou degradacdo de metabdlitos primarios e secundarios. A proteina, por
exemplo, pode ser inibida e a degradacdo acelerada, o que leva a um acimulo de aminoéacidos
e aminas livres, provocando um distlrbio no metabolismo das proteinas, uma mudanga nas
proporces de aminoacidos e, frequentemente, um aumento elevado na concentracdo de
prolina livre (TAIZ; ZEIGER, 2017).

Resultados diferentes foram obtidos por Moura et al. (2016), pois em folhas de
Jatropha curcas submetidas ao déficit hidrico ndo houve diferenga estatistica significativa
para os teores de proteinas ap6s 30, 60 e 90 dias de avaliacao.

Nas doses de 200 e 300 mg L™ as maiores médias foram obtidas aos 8 e 4 dias,
respectivamente, porém para a dose maxima ndo houve diferenca estatistica significativa para

ambos os dias de estresse (Tabela 21).
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Tabela 21- Teor de proteinas em folhas de mudas de Schinus terebinthifolius expostas ao estresse
hidrico e tratadas com &cido salicilico

Proteinas (mg proteinas g™ MS)

Estresse hidrico (dias)

Acido salicilico (mg L™)

4 8 12
0 12,41 bA 12,62 bA 14,95 bA 8,67aB
100 8,08 cB 15,21 aA 13,64 bA 8,99 aB
200 15,05 aB 14,46 abB 17,30 aA 8,28 aC
300 12,26 bB 15,29 aA 15,10 abA 6,87 aC
dms * 2,25 dms** 2,24
CV (%) * 8,00 CV (%)** 8,69

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade/*coluna ** linha
Letras minGsculas comparam as colunas e maiusculas as linhas

Em folhas de Cedrela fissilis os resultados foram menores do que os obtidos em
Schinus terebinthifolius e as médias encontradas foram iguais a 5,04 e 12,45 mg proteinas g™
MS, respectivamente. Na dose de 0 mg L™ ndo houve diferenca significativa (P>0,05) entre
os dias de estresse e o valor foi de 3,00 mg proteinas g* MS (Tabela 22).

Na mesma tabela, nas doses de 100 e 300 mg L™ os maiores valores foram
observados em plantas submetidas a 4 dias de estresse e as médias foram de 8,19¢e 10,78 mg
proteinas g MS. Demonstrando que dependendo da espécie, periodo de imposicdo dos
tratamentos e condicOes edafoclimaticas os resultados serdo distintos.

Na dose de 200 mg L™ o &cido amenizou os efeitos do estresse, aumentando 0s
teores de proteinas aos 12 dias de estresse e a média foi igual a 8,47 mg proteinas g MS,
porém ndo diferiu da suspensdo hidrica de 4 dias.

Em plantas irrigadas ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos com
média de 3,05 mg proteinas g™ MS.

Aos 4 dias, no entanto, o maior resultado foi obtido na dose maxima do indutor,
podendo indicar, que nessa situacdo especifica o regulador pode ter facilitado o acimulo de
proteinas nas folhas, permitindo que com a intensificacdo do estresse essa substancia seja
usada para amenizar o choque da deficiéncia hidrica, equilibrando o continuo solo-planta por
meio da protecdo osmdtica.

As médias para esse periodo de suspensdo hidrica foram de 3,99 para 10,78 do
tratamento controle para a dose maxima do indutor, equivalendo a um aumento de 170,18%
(Tabela 22).
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O mesmo foi observado aos 8 dias de estresse, porém com valores menores e a
porcentagem de aumento foi de 38,95%, porém os tratamentos ndo diferiram entre si.

Tabela 22- Teor de proteinas em folhas de mudas de Cedrela fissilis expostas ao estresse hidrico e
tratadas com écido salicilico

Proteinas (mg proteinas g™ MS)

s . 1 Estresse hidrico (dias)
Acido salicilico (mg L™)

4 8 12
0 1,95 bA 3,99 cA 3,62 aA 2,45 bA
100 2,63 abBC 8,19 bA 5,04 aB 1,85bC
200 2,89 abB 7,79 bA 5,06 aB 8,47 aA
300 4,71 aB 10,78 aA 5,03 aB 6,18 aB
dms * 2,42 dms** 2,68
CV (%) * 23,63 CV (%)** 13,94

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade/*coluna ** linha
Letras minGsculas comparam as colunas e maiusculas as linhas

N&o houve interacdo entre as doses de acido salicilico e os dias de estresse para as
proteinas presentes em raizes de plantas jovens de aroeira e cedro, além disso, os fatores
isoladamente ndo apresentaram diferenca estatistica significativa (P>0,05). As médias gerais
obtidas para as espécies foram de 3,57 e 3,91 mg proteinas g™ de MS.

Em folhas e raizes de Schinus terebinthifolius ndo houve interacdo e nem diferenca
significativa (P>0,05) entre os tratamentos para as concentracdes de aminoacidos e as médias
obtidas para as respectivas partes das plantas foi igual a 9,13 e 8,23 umol de amino4cidos g™
de MS.

O mesmo foi observado em folhas de Cedrela fissilis, onde os fatores avaliados ndo
interagiram e a média observada foi de 10,66 umol de aminoacidos g™ de MS.

Apenas para as raizes observou-se diferenca significativa (P>0,05) para a suspensao
hidrica e as médias foram maiores com a intensificacdo do estresse, apds 8 dias se observou o
maior valor, igual a 10,33 umol de aminoacidos g™ de MS e este diferiu dos demais (Tabela
23).

O aumento nas concentragdes de aminoacidos pode ser explicado porque algumas
condicgdes podem facilitar a oxidagdo desses compostos, porém, nao se sabe ao certo em que
situagbes ou quais fatores ocasionam esse acumulo (TROVATO; MATTIOLI,
COSTANTINO, 2017; ASHRAF et al., 2011).

Neste sentido o acumulo dos aminoacidos e agucares livres em folhas e raizes é

resultado da sintese de carboidratos e proteinas como consequéncia das disfuncbes
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provocadas pelo estresse hidrico. Assim, os aminoécidos tendem a aumentar em funcéo da
degradacdo de proteinas e os carboidratos tém seus teores incrementados pela hidrolise de
amido (SUBBARAO, 2000; HOEKSTRA; GOLOVINA; BUITINK, 2001; NOGUEIRA et
al., 2001; SARKER; HARA; UEMURA, 2005).

Tabela 23- Teor de aminoacidos em raizes de mudas de Cedrela fissilis expostas ao estresse hidrico e
tratadas com acido salicilico

Acido salicilico (mg L™) Aminoacidos (umol de aminoacidos g™ de
matéria seca-MS)
0 6,17 c
100 8,66 b
200 10,33 a
300 8,65 b
dms 1,64
CV (%) 17,26

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade

A prolina tem a funcdo de osmorregulacdo, estabelecimento de membranas e na
preservacdo da estrutura das proteinas, além de eliminar radicais livres e ajustar o potencial
redox nas celulas. Esse aminoacido atua como reserva de carbono e nitrogénio na
desintoxicacdo do excesso de amonia e a estabilizacdo de membranas (KAVI KISHOR et al.,
2005; ASHRAF; FOOLAD, 2007).

O acumulo de prolina pode ser um parametro que define resisténcia nas plantas, pois
é considerado um osmoprotetor e garante maior sensibilidade aos vegetais e por isso € um dos
aminoacidos mais estudados (TROVATO; MATTIOLI; COSTANTINO, 2017;
VERBRUGGEN; HERMANS, 2008; ASHRAF et al., 2011; IQBAL et al., 2014).

Além disso, esse composto tem seu conteldo aumentado em razdo de estresses
abioticos e estudos tém destacado que esse teor pode aumentar em até 100% em condicdes de
estresse hidrico (CVIKROVA et al., 2013; FILIPPOU et al., 2014).

O teor de prolina em Schinus terebinthifolius em folhas ndo foi influenciado pelos
tratamentos e a média obtida foi de 3,31 umol de Pro g™* de MS.

Cabe ressaltar que dependendo da espécie, pode haver maior acimulo de prolina no
tecido foliar em funcdo da reducéo do potencial hidrico da planta, isso pode ser visualizado
primeiramente nesse oOrgdo porque € o local onde h& maior perda de &gua por
evapotranspiracao, resultando em dissecacdo e aumento dos teores desse regulador osmotico
(CASTRO et al., 2007; ALVARENGA et al., 2011).
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Em contraste ao obtido na pesquisa, em plantas de gengibre a aplicacdo de &cido
salicilico resultou no aumento da atividade antioxidante, além do teor de prolina, o que
resultou em regulacdo a nivel molecular e bioguimico (GHASEMZADEH; JAAFAR, 2013).

Em mudas de Schinus terebinthifolius irrigadas diariamente os teores de prolina
foram crescentes em funcdo da aplicacdo de acido salicilico, isso pode ser consequéncia da
funcéo sinalizadora que o AS desempenha, podendo atuar no incremento das concentragdes a
fim de tornar a planta mais apta as condicdes estressantes do meio. Além disso, o regulador
vegetal pode ter imposto uma condicdo ndo favoravel, refletindo em aumentos,
principalmente na dose de 100 mg L™ onde se obteve o maior valor (Tabela 24).

Menores teores foram obtidos em raizes de mudas de Schinus terebinthifolius, porém
apos 4 e 8 dias a dose maxima do acido refletiu nos maiores valores.

O maior acumulo de prolina em plantas tratadas foi observado aos 4 e 8 dias de
estresse na dose maxima do AS e apesar das folhas ndo externarem diferenca significativa,
nesses mesmos tratamentos foram observadas redugbes nos teores desses compostos,
reforcando que em condic¢des adversas os produtos da fotossintese tendem a ser translocados
via floema para os oOrgdos de reservas das plantas, seguindo o caminho fonte-dreno
preferencial (Tabela 24).

Apobs 12 dias o resultado foi inverso e a média reduziu & medida que as doses
aumentaram como consequéncia da quebra de prolina em aminoéacidos mais simples para ser
utilizada na realizacdo das atividades metabdlicas normais, regulando o desenvolvimento das
células (Tabela 24). O menor valor obtido foi na dose de 200 mg L™, resultando em uma

reducdo de 81,36% do tratamento controle para este.

Tabela 24- Teor de prolina em raizes de mudas de Schinus terebinthifolius expostas ao estresse hidrico
e tratadas com acido salicilico

Prolina (umol de Pro g™ MS)

< - 4 Estresse hidrico (dias)
Acido salicilico (mg L™)

4 8 12
0 0,21 aC 0,44 cC 1,56 bB 4,56 aA
100 0,54 aB 1,96 bA 2,76 aA 2,07 bA
200 0,48 aB 0,81 cAB 1,53 bA 0,85 cAB
300 0,32 aC 3,13 aA 3,64 aA 1,91 bB
dms * 0,90 dms** 0,96
CV (%) * 25,36 CV (%)** 20,74

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade/*coluna ** linha
Letras minGsculas comparam as colunas e maiusculas as linhas
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A prolina, dentre as varias fungdes nos vegetais, atua como regulador osmoético em
resposta aos estresses ambientais, amenizando os efeitos deletérios da seca (CARLIN;
SANTOS, 2009; FAYEZ; BAZAID, 2014).

Ao se avaliar os teores de prolina em folhas de Cedrela fissilis ndo se observou
diferenca significativa entre os tratamentos e a média geral obtida foi de 1,42 umol de Pro g*
MS.

Em trabalhos desenvolvidos por Khan et al. (2013) a dose de 0,5 mM do acido
salicilico amenizou o estresse térmico em plantas de Triticum aestivum L. por meio do
aumento nas concentragdes de prolina.

Em raizes, no entanto, para as mudas de Cedrela fissilis irrigadas normalmente,
houve acréscimo nos teores de prolina com o aumento nas concentracfes do acido e a dose
que apresentou maior média foi a de 300 mg L™ (0,55 umol de Pro g* MS), porém esse
tratamento ndo deferiu das doses de 100 (0,34 umol de Pro g™* MS) e 200 mg L™ (0,40 umol
de Pro g MS) (Tabela 25).

Apbs 60 dias de avaliacdo do déficit hidrico se obteve que os teores de prolina
aumentaram nas folhas de Jatropha curcas, apresentando uma média entre 0,31 a 0,38 pumol
g* MF, aos 90 dias as médias aumentaram para 0,58 umol g MF e aos 120 dias a média
ficou, em torno de 0,76 umol g MF, porém nio se detectou diferenca significativa entre os
tratamentos (MOURA et al., 2016).

Em plantas de Tanacetum parthenium L. as médias observadas variaram entre 9 a 14
ng g MF nos tratamentos com 100%, 90% e 70% da capacidade méxima de retencio de agua
pelo solo (CP), enquanto que as plantas mantidas no substrato com 50% da CP apresentaram
valores de 27 a 32 pg g MF (CARVALHO, 2005).

Isso ocorre porque a planta usa mecanismos de defesa para tolerar condigdes
estressantes, redistribuindo os fotoassimilados para as diversas partes das plantas, ajudando a
manter atividades essenciais dos vegetais, 0 AS atua na protecdo contra estresses abioticos,
aumentando seus teores para regular o fluxo de agua nas células, além de ativar enzimas e
proteinas que fardo a amplificacdo dos sinais, respondendo a condigdo imposta da deficiéncia
hidrica.

A fim de promover a regulagdo osmatica na condi¢cdo de estresse imposta nas mudas
houve aumento nas concentragdes de prolina, demonstrando que o acido sinalizou a planta
para ativar mecanismos de defesa contra o estresse hidrico, aumentando os solutos e

equilibrando o continuo entre 0 meio intra e extracelular.
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Aos 4 e 8 dias de suspensdo hidrica os maiores teores de prolina foram observados na
dose de 200 mg L™ e as médias foram de 3,61 e 4,87 umol de Pro g™ MS, este, por sua vez,
ndo diferiu da dose de 300 mg L™ (Tabela 25).

Resultados semelhantes foram observados em plantas de Cajanus cajan L. das
cultivares BRS Mandarim e Caqui, onde os teores de prolina, nas folhas e raizes, aumentaram
a medida que se reduziu os teores de 4gua e aumentou a salinidade, na dose de 20 mmol L™
de NaCl (MONTEIRO et al., 2014).

Tabela 25- Teor de prolina em raizes de mudas de Cedrela fissilis expostas ao estresse hidrico e
tratadas com acido salicilico

Prolina (umol de Pro g™ MS)

. o 1 Estresse hidrico (dias)
Acido salicilico (mg L™)

4 8 12
0 0,14 bB 1,08 bA 0,86 bA 1,30 aA
100 0,34 aB 1,29 bAB 1,91 bA 0,67 aB
200 0,40 aC 3,61 aB 4,87 aA 0,43 aC
300 0,55 aC 1,24 bB 4,49 aA 0,44 aC
dms * 0,37 dms** 0,34
CV (%) * 13,93 CV (%)** 18,47

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade/*coluna ** linha
Letras minasculas comparam as colunas e maiudsculas as linhas

A glicina betaina € um aminoacido que atua como protetora das membranas dos
tilacdides, mantendo a eficiéncia dos fotossistemas e consequentemente a producgéo de energia
(ASHRAF; FOOLAD, 2007).

Em condicdes adversas pode haver aumento dessa substancia a fim de equilibrar o
potencial hidrico e osmético nas células e a estratégia € fazer com que haja um aumento no
namero de solutos nas raizes diminuindo assim o potencial hidrico e facilitando o transporte
de agua a favor de um gradiente positivo, do solo para as raizes e para as demais partes das
plantas, ou seja, de onde h&a maior quantidade de 4gua para o local com menor concentrag&o.

Em mudas de Schinus terebinthifolius submetidas a 4 dias de estresse hidrico a dose de
300 mg L™ apresentou média de 11,42 mg g MS de glicina betaina em folhas, porém nao
diferiu da dose de 0 mg L™ (Tabela 26).

As doses de 100 e 200 mg L™, no entanto reduziram esses teores, isto pode ser
explicado porque dependendo da espécie e das rotas ativadas nas plantas, as doses do

regulador de crescimento podem ser requeridas em maiores ou menores concentracoes.
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Aos 8 dias houve aumento nos teores de glicina betaina e a dose de 200 mg L™
apresentou a maior média, igual a 16,62 mg de glicina betaina g™* MS. O acréscimo obtido em
porcentagem foi de 76,81% (Tabela 26).

Em trabalhos desenvolvidos por Carlin e Santos (2009) se observou um aumento de
26,4% nas concentracdes de glicina betaina em plantas sob restri¢éo hidrica.

Para as plantas submetidas a 12 dias de estresse hidrico durante o periodo do
experimento ndo houve diferenca significativa (P>0,05) e a média foi de 11,68 mg de glicina
betaina g MS.

Na dose de 200 e 300 mg L™ houve incremento nos teores de glicina betaina até 8 dias
de estresse e as médias foram de 16,62 e 13,22 mg de glicina betaina g* MS. As maiores
doses podem ter ajudado a amenizar o efeito do estresse por meio da amplificacdo dos sinais,
aumentado as concentracGes desse soluto.

Porém, a partir de 12 dias os teores comegaram a decrescer levando a entender que a
longo prazo o é&cido salicilico pode perder seu potencial de atenuacdo ou até mesmo
intensificar as respostas das plantas ao estresse e por isso, doses maiores poderiam ser
utilizadas para inferir se os resultados seriam semelhantes aos observados.

Além disso, 0 ajuste osmotico é uma estratégia eficiente por curtos periodos, assim,
com a intensificacdo dos dias de estresse, as concentracdes dos solutos ndo irdo mais

influenciar positivamente na regulacédo hidrica.

Tabela 26- Teor de glicina betaina em folhas de mudas de Schinus terebinthifolius expostas ao estresse
hidrico e tratadas com &cido salicilico

Glicina betaina (mg de glicina betaina g* MS)

Estresse hidrico (dias)

Acido salicilico (mg L™)

0 4 8 12
0 10,79 bB 12,46 aA 9,40 dB 12,96 abA
100 12,52 aA 4,85 cC 11,60 cAB 9,98 bB
200 6,92 cC 7,96 bC 16,62 aA 13,27 aB
300 11,42 abB 11,42 aB 13,33 bA 10,50 bB
dms * 1,57 dms** 1,63
CV (%) * 6,60 CV (%)** 6,05

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade/*coluna ** linha
Letras minGsculas comparam as colunas e maiusculas as linhas

O AS pode induzir o acumulo de glicina betaina na dose de 0,5 a 2,5 mM em plantas
submetidas ao estresse hidrico, salino e frio. Esse aumento pode melhorar o desenvolvimento

geral da planta, como o crescimento primério, secundario, biomassa das mudas, além de
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ajustes no metabolismo fotossintético (ASHRAF; FOOLAD, 2007; WANG et al., 2010;
MISRA; MISRA, 2012; BHARWANA et al., 2014; KHAN; KHAN; ASGHER, 2014).

Em Cedrela fissilis os teores de glicina betaina em folhas ndo externaram diferenca
significativa para as plantas irrigadas normalmente e aos 4 dias de estresse em funcédo das
doses do AS. O mesmo foi observado em plantas tratadas com 200 mg L™ do regulador com a
intensificacdo do déficit hidrico (Tabela 27).

Com o aumento dos dias de estresse na dose de 300 mg L™ os teores de glicina
betaina em folhas de Cedrela fissilis foram incrementados e 0 aumento foi igual a 181,50% do
tratamento 1 (plantas irrigadas diariamente) para o 4 (12 dias de suspensdo hidrica), porém
ndo houve diferenca estatistica quando comparado com as plantas submetidas a 8 dias de
estresse. Neste caso se infere que o0 &cido pode ter ajudado na atenuagdo do estresse, elevando
as concentracdes desses solutos a fim de realizar a osmorregulacdo das células (Tabela 27).

Como esse tratamento ndo diferiu da dose de 100 mg L™ estd Gltima pode ser
recomendada a fim de minimizar perdas pela aplicacdo excessiva do indutor ou mesmo para
evitar toxidez ja que os hormonios sdo exigidos em pequenas quantidades pelas plantas.

Em plantas de Cedrela fissilis tratadas com o acido e em plantas controle (0 dias) as
concentracfes de glicina aumentaram na proporcdo que os dias de estresse evoluiram e as
porcentagens de crescimento foram de 246,06; 98,18; 13,83; 181,50% para as doses de 0, 100,
200 e 300 mg L, respectivamente (Tabela 27).

As maiores porcentagens foram observadas em plantas controle e na dose de 300 mg
L. Algumas teorias podem explicar esses resultados, primeiramente, onde ndo houve
aplicacdo do &cido as concentracdes de glicina aumentaram porque as plantas sentiram mais
intensamente os efeitos da falta de agua e assim para tentar buscar estratégias para amenizar
essa condi¢do aumentaram os teores desse osmoprotetor.

O mesmo foi observado na dose méaxima do regulador (300 mg L™), porque a dose
elevada pode ter gerado uma condigdo de estresse nas plantas e assim alterado do ciclo
fotossintético para o fotorrespiratdrio. Nesse caso ao inves da Rubisco captar o gas carbonico,
ela vai apresentar maior afinidade pelo oxigénio e por isso havera alternancia das rotas, nesse
caso, ira formar moléculas de glicina e serina, justificando o aumento exagerado.

Assim, com a aplicagdo da dose maxima do acido salicilico as plantas foram
estimuladas a produzirem maiores concentracdes de glicina para manter o potencial hidrico e
assim continuar com as atividades metabolicas normais.

A dose de 200 mg L™ resultou em menores incrementos no teor de glicina, isso pode

ser positivo por estar relacionado ao efeito atenuante do estresse ou negativo, se neste caso a
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dose ndo foi suficiente em amplificar a condicdo de estresse, ndo sinalizando 0s agentes que
atuam na protecao dos vegetais (Tabela 27).

Tabela 27- Teor de glicina betaina em folhas de mudas de Cedrela expostas ao estresse hidrico e
tratadas com écido salicilico

Glicina betaina (mg de glicina betaina / g MS)

- . 1 Estresse hidrico (dias)
Acido salicilico (mg L™)

0 4 8 12
0 10,27 bC 11,65 bBC 18,08 bB 35,54 aA
100 16,46 abB 15,23 abB 26,85 aA 32,62 aA
200 21,19 aA 19,12 aA 17,31 bA 24,12 bA
300 11,19 bB 13,85 abB 28,00 aA 31,50 aA
dms * 6,60 dms** 6,90
CV (%) * 14,73 CV (%)** 13,17

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade/*coluna ** linha
Letras mindsculas comparam as colunas e maiusculas as linhas

A glicina-betaina ndo foi afetada pelas doses de &cido salicilico e os dias de estresse
em raizes de mudas de Schinus terebinthifolius e Cedrela fissilis e quando se avaliou
separadamente ndo se detectou diferenca significativa para os tratamentos. As médias obtidas
foram de 19,97 e 24,57 mg de glicina betaina g™* de MS.

4.6 CONCLUSAO

Os metabolismos de nitrogénio e carbono foram alterados em fungdo dos dias de
estresse e aplicacdo de &cido salicilico, além disso, observa-se que o CRA foi o maior
influenciador da variacdo existente nos solutos compativeis, baseado no fato de que, em
funcdo do desiquilibrio hidrico a planta ajusta osmoticamente o contetdo celular.

Quanto ao uso de &cido salicilico em Schinus terebinthifolius até a dose de 200 mg L™
houve aumento no contetdo relativo de dgua, dessa maneira, pode-se inferir que a aplicacdo
do regulador, neste caso, ajudou na atenuacao do estresse, sinalizando 0os compostos presentes
nas mudas para regular e balancear o contetdo de dgua absorvido e perdido, a média obtida
foi de 83,49%.

Ao se avaliar os teores de clorofilas para a mesma espécie, no entanto, observa-se
decréscimo do tratamento controle para a dose maxima do indutor, isso pode estra relacionado
ao fato de que, em condicbes do estresse ha reducdo da area foliar como estratégia para
reduzir a perda de agua por transpiracdo, alterando o conteddo de solutos e alterando

atividades de organelas especificas.
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As doses de &cido salicilico utilizadas ndo foram suficientes para promover
alteragOes nos teores de carboidratos, aminoacidos e nitrato em folhas e raizes em mudas de
Schinus terebinthifolius, além disso, as concentracdes de proteinas e glicina betaina nas raizes
e a prolina e 0 amonio livre em folhas ndo externaram diferenca entre as variaveis.

Em mudas de Cedrela fissilis o maior valor obtido para o0 CRA foi em plantas
irrigadas normalmente e sem aplicacéo do acido (76,16%) e a menor média foi observada aos
12 dias de suspensdo hidrica na dose de 300 mg L™ (34,12%), demonstrando que para essa
espécie, doses mais altas intensificaram o efeito do estresse, reduzindo drasticamente o
contetido de agua e por isso ndo sao recomendados.

No cedro os parametros que ndo foram alterados em funcdo dos tratamentos
consistiram em concentracfes de carboidratos, nas folhas e raizes, nos teores de proteinas,
glicina betaina, nitrato e amido presente nas raizes. No mais, as quantidades de sacarose,
aminoacidos, prolina e pigmentos fotossintetizantes ndo externaram diferenca significativa em
funcdo das doses do acido e estresse hidrico.

Para as mudas de Cedrela fissilis, aos 12 dias de suspensdo hidrica houve aumento
nas concentracdes de amido e a maior média foi obtida na dose de 200 mg L™, nesse caso,
como consequéncia da caracteristica do &cido salicilico em atenuar o efeito do estresse hidrico
houve aumento desses teores com o objetivo de regular o contetdo de &gua nas plantas,
entretanto, aos 12 dias, vérias atividades metabdlicas do cedro comegaram a cessar, por ser
uma espécie sensivel e muito responsiva a irrigacdo, a regulacdo osmotica nao aconteceu de

forma eficiente com o passar dos dias sem agua.
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CONSIDERACOES FINAIS

A aplicacdo do acido salicilico por oito semanas em plantas jovens de Schinus
terebinthifolius e Cedrela fissilis promoveu alteraces ao nivel celular, fisioldgico,
morfologico e morfométricos como foi observado pelos resultados obtidos, alterando
parametros de qualidade de interesse para o estabelecimento de mudas a campo.

Os efeitos da aplicacdo do fitoregulador foram diversos e dependentes da espécie,
doses do indutor, condi¢cbes edéficas, climéticas, sanidade, fase de desenvolvimento das
mudas, além dos fatores genéticos. Porém observa-se que o acido salicilico induziu respostas
peculiares que estdo ligadas a defesa das plantas, atenuando os efeitos da suspensdo hidrica
por meio da regulacdo osmdtica.

Por isso, é imprescindivel que estudos sejam realizados a fim de quantificar quais as
doses mais indicadas, periodo de exposi¢cdo aos tratamentos, época de aplicacdo e
caracteristicas a serem moduladas para simular de forma mais precisa 0 que ocorre
naturalmente nos vegetais, pois quando a planta enfrenta qualquer condicdo adversa, a sintese
desses compostos, que ja ocorre gradativamente tem seus teores incrementados, porém em
baixas concentracdes com o objetivo de minimizar as perdas e ndo prejudicar o continuo
existente nesses seres.

Interessante destacar e conhecer que a aplicacdo de acido salicilico, inevitavelmente
ird gerar um estresse nas plantas, a fim de torna-las mais aclimatadas para as condicGes que
serdo submetidas ao serem levadas ao campo e que o grande objetivo do uso de indutores é
delimitar a linha ténue entre a dose que sera benéfica ao desenvolvimento dos vegetais e
aquela que ird modificar negativamente e irreversivelmente caracteristicas importantes, ou
seja, conhecer a partir do uso de reguladores quais caracteristicas morfoldgicas e fisiologicas

que serdo modificadas e de que maneira irdo alterar a qualidade das mudas.



